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RESUMO 
 
 
As leishmanioses constituem um grupo de doenças causadas por protozoários 
pertencentes ao gênero Leishmania. A resposta imune para a leishmaniose é complexa e o 
resultado da infecção depende de vários fatores, como composição genética das várias 
espécies de Leishmania e da imunidade do hospedeiro. Sabe-se que macrófagos têm papel 
central na infecção por parasitas do gênero Leishmania e sua ativação pode ser influenciada 
por diversos tipos celulares, como células Th1, Th2, e linfócitos B-1. Células B-1 são um 
subtipo de linfócitos B com funções peculiares na imunidade. Essas células são capazes de 
produzir citocinas reguladoras (principalmente IL-10), anticorpos naturais e se diferenciar em 
células fagocíticas. Além de citocinas e anticorpos, células B podem liberar diferentes tipos 
de vesículas extracelulares (EVs) com papel importante na comunicação intercelular, podendo 
levar a ativação e/ou regulação do sistema imunológico. Contudo, ainda não foi demonstrado 
a produção de EVs por células B-1 e seu papel na imunidade. Os objetivos deste trabalho 
foram caracterizar as EVs liberadas por células B-1; estudar a influência dessas EVs na 
modulação de macrófagos de linhagem e macrófagos medulares de distintas linhagens de 
camundongos; e avaliar o papel de EVs de células B-1 no curso da infeção experimental por 
L. (L.) amazonensis. Nossos resultados mostraram que EVs liberadas por células B-1 
infectadas com o parasita modularam diferentemente a ativação de macrófagos da linhagem 
J774A.1, macrófagos medulares provenientes de camundongos BALB/c e C57BL/6. EVs 
liberadas espontaneamente por células B-1 levaram a redução na progressão da lesão e da 
carga parasitária em camundongos BALB/c. Assim, este estudo demonstrou que células B-1 
podem liberar EVs que influenciam a modulação de macrófagos in vitro além de alterar o curso 
da infecção experimental por L. (L.) amazonensis. Esta é a primeira evidência da liberação de 
EVs por células B-1 e o seu papel na comunicação macrófagos-células B-1.  
Palavras-chave: Células B-1, macrófagos e vesículas extracelulares.  
ABSTRACT  
 
Leishmaniasis is a group of diseases caused by protozoa belonging to the genus 
Leishmania. The immune response to leishmaniasis is complex and the outcome of the 
infection depends on several factors, such as genetic composition of Leishmania species and 
host immunity. Macrophages are known to play a central role in infection by Leishmania 
parasites and their activation may be influenced by several cell types, such as Th1, Th2, and 
B-1 lymphocytes. B-1 cells are a subtype of B lymphocytes with peculiar functions in immunity. 
These cells are able to produce regulatory cytokines (mainly IL-10), natural antibodies and 
differentiate into phagocytic cells. In addition to cytokines and antibodies, B cells can release 
different types of extracellular vesicles (EVs) with an important role in intercellular 
communication, with role in regulating activation and/or modulation of the immune system. 
However, the production of EVs by B-1 cells and their role in immunity have not yet been 
demonstrated The aims of this work were to characterize the EVs released by B-1 cells; to 
study the influence of these EVs on the modulation of lineage macrophages and medullary 
macrophages from different mouse strains; and to evaluate the role of EVs from B-1 cells in 
the course of experimental infection by L. (L.) amazonensis. Our results showed that EVs 
released by B-1 cells infected with the parasite led to a differential activation of J774A.1 
macrophages, macrophages from BALB/c and C57BL/6 mice. In addition, EVs released 
spontaneously by B-1 cells led to a reduction in the lesion progression and parasite burden in 
BALB/c mice experimentally infected. Thus, this study demonstrated that B-1 cells can release 
EVs that are capable of altering the functions of macrophages in vitro. In vivo these EVs altered 
the course of L. (L.) amazonensis infection. This is the first evidence that EVs from B-1 cells 
can act as a new mechanism of cellular communication between macrophages and B-1 cells.  
 
 
Keywords: B-1 cells, macrophage and extracellular vesicles 
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1. INTRODUÇÃO 
1.1 Leishmanioses 
As leishmanioses são um grupo de doenças causadas por protozoários de diferentes 
espécies pertencentes ao gênero Leishmania. As espécies responsáveis pelas leishmanioses 
estão agrupadas na ordem Kinetoplastida (Honigberg, 1963; Vickerman, 1976), família 
Trypanosomatidae (Doflein, 1901; Grobben, 1905), gênero Leishmania (Ross, 1903), no qual 
pelo menos 21 espécies apresentam importância médica (Bates, 2007). Dados recentemente 
publicados, mostraram que 97 áreas, entre elas, países e territórios, são consideradas 
endêmicas para leishmanioses, das quais 65 são endêmicas tanto para forma visceral, como 
cutâneas da doença (WHO, 2016). Anualmente, são diagnosticados aproximadamente 1,3 
milhões de novos casos e, dentre estes, de 20.000 a 30.000 resultam em mortes (WHO, 
2015). A doença está associada a condições de desnutrição, deslocamento da população, 
habitações precárias, sistema imunológico debilitado e a falta de recursos. Além de ser 
influenciada por mudanças ambientais, tais como desmatamento, construção de barragens, 
sistemas de irrigação e urbanização (WHO, 2015). Com base nos dados epidemiológicos e 
carência de recursos para o controle das doenças, a Organização Mundial de Saúde 
caracterizou as leishmanioses como um grupo de doenças tropicais negligenciadas (WHO, 
2010). 
No Brasil, além de endêmicas, as leishmanioses encontram-se em processo de 
expansão com aumento do número de casos e de urbanização da doença (Ministério da 
Saúde, 2013a; Ministério da Saúde, 2013b). Tradicionalmente, área rurais e periurbanas eram 
as mais afetadas pelas leishmanioses, contudo processos como a urbanização e 
desmatamento aceleraram o avanço da doença para centros urbanos, como, por exemplo: 
Rio de Janeiro (RJ), Corumbá (MS), Belo Horizonte (MG), Araçatuba (SP), Palmas (TO), Três 
Lagoas (MS), Campo Grande (MS), entre outros (Ministério da Saúde, 2006; Ministério da 
Saúde, 2007). Em 2015, o ministério da saúde reportou 19.395 novos casos de leishmaniose 
cutânea e 3.289 para forma visceral da doença (Portal da Saúde SUS, 2016 e WHO, 2015). 
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O processo de expansão das leishmanioses está bastante associado ao modo de 
transmissão do parasita por meio de seu inseto vetor. Os protozoários do gênero Leishmania 
possuem um ciclo de vida digenético, exigindo um hospedeiro vertebrado e um invertebrado 
(inseto vetor). De modo geral, a infecção inicia-se quando o vetor (flebotomíneos da família 
Psychodidae, gêneros Lutzomya nas Américas e Phlebotomus no Velho Mundo) infectado 
regurgita promastigotas metacíclicos na pele do hospedeiro vertebrado. No interior do novo 
hospedeiro, os parasitas são fagocitados por polimorfonucleares e mononucleares em 
processo que envolve a ligação de moléculas de superfície dos parasitas e receptores 
expressos na superfície das células fagocíticas (Brittingharm et. al., 1995; Green et. al., 1994). 
Dentro dos fagócitos, os parasitas diferenciam-se em formas amastigotas, que residem e 
multiplicam-se no interior de fagolisossomos. A proliferação das amastigotas permite o 
rompimento da membrana celular e a liberação dos parasitas que rapidamente infectam 
outras células, iniciando uma nova fase de multiplicação, assim evitando as ações de 
anticorpos e do complemento (Chappuis et. al., 2007). Alguns estudos recentes 
demonstraram que para algumas espécies de Leishmania, como L. (L.) amazonensis, as 
amastigotas podem passivamente passar de um macrófago para outro (Peters et al., 2008; 
Ng et al., 2008; Gueirard et al., 2008 e Real et. al., 2014). O ciclo prossegue quando o vetor 
não infectado realiza o repasto sanguíneo e ingere as amastigotas presentes no hospedeiro 
infectado. No trato digestivo do inseto, as amastigotas transformam-se em promastigotas 
metacíclicos, podendo assim, iniciar um novo ciclo de desenvolvimento. 
Quanto às formas clínicas das leishmanioses, a forma cutânea é a mais comumente 
diagnosticada. No chamado “Velho Mundo” (Europa, África e Ásia) as espécies causadoras 
da forma cutânea são: Leishmania (Leishmania) tropica, Leishmania (Leishmania) major, 
Leishmania (Leishmania) aethiopica, Leishmania (Leishmania) infantum e Leishmania 
(Leishmania) donovani (WHO, 2010). Por outro lado, o “Novo Mundo” (Américas ou hemisfério 
ocidental) é afetado principalmente pelas espécies: Leishmania (Leishmania.) mexicana, 
Leishmania (Leishmania). amazonensis e Leishmania (Leishmania) venezuelensis (complexo 
Leishmania mexicana), como também pelas espécies Leishmania (Viannia) braziliensis, 
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Leishmania. (Viannia) guyanensis, Leishmania (Viannia) panamensis, e Leishmania (Viannia) 
peruviana (complexo Leishmania braziliensis) (WHO, 2010; Brunette et. al., 2017). 
A leishmaniose cutânea (ou tegumentar) possui como sintoma inicial lesões na pele 
que podem se desenvolver após várias semanas ou até mesmo meses depois da inoculação 
do parasita, podendo persistir por meses a anos. As lesões progridem de pápulas para placas 
nodulares e destas para lesões ulcerativas, com uma borda elevada e depressão central, 
cobertas ou não por crosta. Entretanto, apesar das lesões não provocarem nenhum tipo de 
sensibilidade, essas estão sujeitas a infecções secundárias que levarão a processos 
inflamatórios dolorosos. Além disso, pacientes com leishmaniose cutânea normalmente 
apresentam mais de uma lesão primária (em diferentes partes do corpo), lesões satélite, 
linfadenopatia regional (ocasionalmente bubônica) e/ou linfangite nodular (Brunette et. al., 
2017). Contudo, tem sido reportado no Brasil lesões atípicas na leishmaniose cutânea, as 
quais podem se manifestar como verrucosa, esporotricoide e zoster-like (Guimarães et al., 
2016). 
Algumas espécies que causam leishmaniose tegumentar podem levar ao 
desenvolvimento da forma mucocutânea (ou mucosa) da doença. Dentre as espécies 
causadoras desta forma clínica encontram-se: Leishmania. (V.) braziliensis, Leishmania (V.) 
panamensis e com menor incidência Leishmania. (V.) guyanensis (espécies do subgênero 
Viannia) e Leishmania. (L.) amazonensis (subgênero Leishmania). Neste caso, pode ocorrer 
disseminação dos parasitas da pele para a mucosa, levando ao aparecimento de novas lesões 
que atingem nariz, boca e garganta (região naso-orofaríngea) e, se não tratada, a doença 
pode evoluir para forma ulcerativa, levando a danos irreversíveis ao tecido, como por exemplo, 
a perfuração do septo nasal. A destruição do tecido cartilaginoso pode levar a desfiguração 
facial, infecções secundárias e bloqueio das vias aéreas (IAMAT, 2016; Torres-Guerrero, 2017 
e Consuelo, 2009). 
A terceira forma de leishmaniose cutânea e a mais rara é chamada de leishmaniose 
cutânea difusa. Os sinais e sintomas desta manifestação clínica incluem o aparecimento de 
nódulos e placas não ulceradas e mais, raramente, a formação de úlceras em várias partes 
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do corpo do paciente (Barral-Netto, 2009). Acredita-se que este tipo de manifestação clínica 
seja ocasionado pela condição imunológica e aspectos genéticos dos pacientes bem como 
características dos parasitas. A leishmaniose difusa é tipicamente causada por Leishmania 
(L.) aethiopica, Leishmania (L.) amazonensis, Leishmania (L.) braziliensis e Leishmania (L.) 
pifanoi, afetando principalmente as regiões da Etiópia, Quênia, Brasil e Venezuela (Torres-
Guerrero, 2017; IAMAT 2016). 
A forma visceral da doença e a de maior gravidade pode levar o hospedeiro ao óbito. 
Nessa forma da doença os parasitas podem disseminar para o fígado, baço, medula óssea e 
pele e os sintomas podem demorar semanas a meses para aparecer. As manifestações 
clínicas são variadas, podendo incluir: febre, caquexia (perda de peso), 
hepatoesplenomegalia (aumento de fígado e baço), pancitopenia (anemia, leucopenia e 
trombocitopenia), entre outras (Brunette et. al., 2017 e IAMAT, 2016). Se não tratada 
adequadamente, a leishmaniose visceral pode ser fatal. As espécies responsáveis são 
Leishmania (L.) donovani (afetando Índia e leste africano), Leishmania (L.) infantum (na área 
mediaterrânea) e Leishmania (L.) infantum chagasi, Leishmania (L.) tropica e Leishmania (L.) 
amazonensis (afetando a América do Sul) (Torres-Guerrero, 2017, IAMAT, 2016). Apesar de 
ocasionar principalmente a forma cutânea da doença, já foi demonstrado que a Leishmania 
(L.) amazonensis também pode levar a forma visceral (Barral et. al., 1991). Além disso, já foi 
relatada a ocorrência de leishmaniose visceral causada por Leishmania (L.) amazonensis em 
cães que são o principal reservatório zoonótico de leishmaniose visceral (Tolezano, 2007). 
Para cães, foi elaborada uma vacina (LeishTec©), porém ainda é restrita às espécies: 
Leishmania (L.) infantum chagasi, Leishmania (L.) donovani, Leishmania (L.) infantum, 
Leishmania (L.) amazonensis e Leishmania (L.) mexicana e tem a eficácia entre 95% e 96%, 
ou seja, não protege totalmente a população canina (Rezvan, 2015 e ARCA, 2014). 
Importante mencionar que ainda não há vacinas disponíveis para prevenção da 
doença em seres humanos. Além disso, o tratamento ainda é bastante restrito já que há 
poucos medicamentos disponíveis no mercado. Os medicamentos de primeira escolha para 
o tratamento das leishmanioses são os antimoniais pentavalentes (Sb+5), conforme 
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preconizado pela Organização Mundial da Saúde e pelo Centro de Controle de Doenças (CDC 
- Centers for disease control and prevention). Além dos problemas com a segurança dos 
medicamentos (nefro e hepatotoxicidade elevada), o acesso é dificultado pela baixa 
comercialização, principalmente em países pobres que são vastamente atingidos pela 
parasitose. Além disso, os medicamentos utilizados no tratamento são relativamente caros, e 
nem sempre disponibilizados pelo governo, criando assim mais uma barreira para o 
tratamento populacional. No Brasil, apesar do Glucantime, um dos principais medicamentos, 
ser disponibilizado pelo SUS (Sistema único de Saúde), casos de resistência parasitária estão 
afetando o tratamento. Por isso, a busca por novos alvos moleculares, bem como o 
entendimento dos mecanismos de resistência e curso da infecção são essenciais para 
prevenção, tratamento adequado e erradicação da doença (WHO, 2010; IMAT, 2016, 
Ministério da Saúde, 2006 e Ministério da Saúde, 2007). 
 
1.2 Resposta imunológica na leishmaniose 
Após entrada no hospedeiro mamífero, promastigotas de Leishmania já encontram as 
primeiras barreiras da resposta imunológica. A interação do parasita (L. (L.) major, L. (L.) 
amazonensis, L. (L.) infantum, L. (L.) donovani) com o sistema complemento do hospedeiro 
leva a sua ativação com a formação do complexo de ataque a membrana (MAC) na superfície 
do patógeno, promovendo lise dos parasitas (Dominguez et al., 2002). No entanto, Leishmania 
têm diversas estratégias de subverter essa resposta: o lipofosfoglicano (LPG) presente na 
superfície do parasita inibe a formação do MAC (Ramer-Tait et al., 2012) enquanto que a 
glicoproteína de 63 KDa (GP63), também expressa na superfície do patógeno, converte C3b 
em iC3B (forma inativa) também inibindo a formação do MAC (Brittingham et al., 1995). A 
opsonização dos parasitas com C3b e iC3b facilita sua captação por células fagocíticas via 
receptores específicos presentes em neutrófilos e macrófagos, por exemplo (Gurung e 
Kanneganti, 2015). As moléculas LPG e GP63 também podem atuar para a sobrevivência do 
parasita no interior de macrófagos. Nos estágios iniciais de infecção LPG inibe a fusão dos 
fagossomos que contém os parasitas com os lisossomos e GP63 inibe as enzimas 
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degradativas do fagolisossoma, protegendo assim o parasita (Zambrano-Villa et al., 2002). 
A captação dos parasitas por células fagocíticas é passo importante para o 
estabelecimento da infecção. As principais células que respondem a infecção por Leishmania 
são os neutrófilos e macrófagos. Essas células apresentam receptores de reconhecimento de 
padrões moleculares associados a patógenos que reconhecem o parasita e ativam uma 
cascata de sinalização que leva ativação da célula e a produção de diversos fatores 
microbicidas, promovendo a morte do parasita (Thomas e Schroder, 2013 e Kumar et al., 
2011). Os receptores TLR2 e TLR4 presentes nos macrófagos reconhecem o parasita no 
ambiente extracelular enquanto TLR3 e TLR9 reconhecem Leishmania no vacúolo. A ativação 
dos TLRs leva a sinalização intracelular que culmina na ativação da célula (Gurung e 
Kanneganti, 2015). No citoplasma, Leishmania ativa o inflamassoma NLRP3, o qual leva a 
produção das citocinas IL-1β e IL-18, que exercem diversas funções celulares, especialmente 
relacionadas à inflamação (Lima-Junior et al., 2013; Ji et al., 2003). 
Macrófagos e neutrófilos parecem exercer papéis distintos no curso da infecção por 
Leishmania (Liévin-Le Moal et al., 2016). Após a infecção inicial, essas células são recrutadas 
para o sítio da infecção e sua interação com os parasitas influencia o resultado da infecção 
(Liu e Uzonna, 2012). Além do reconhecimento do patógeno via receptores da imunidade 
inata, neutrófilos podem eliminar os parasitas por meio dos seguintes mecanismos: 
fagocitose, degranulação e liberação de redes extracelulares (NETs) contendo DNA, histonas 
e proteínas as quais são tóxicas para Leishmania (Guimaraes-Costa et al., 2009). A liberação 
das NETs é um tipo de morte celular dos neutrófilos denominada NETosis, o qual é estimulada 
por componentes do parasita, como LPG e GP63 (Abdallah e Denkers, 2012; Gabrial et al., 
2010). Já foi demonstrada a formação de NETs para as espécies L. (L.) amazonensis, L. 
major, L. chagasi (Guimarães-Costa et al., 2009) e L. donovani (Gabriel et al., 2010). 
Leishmania pode escapar das NETs pela atividade enzimática de nucleotidases/nucleases 
presentes na membrana plasmática, que lisam as NETs e, assim, medeiam a resistência do 
parasita (Guimarães-Costa et al., 2014). Neutrófilos podem também influenciar o 
microambiente inflamatório e o desenvolvimento de imunidade protetora pela produção de 
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citocinas e mediadores inflamatórios que podem interagir em diferentes tipos celulares, como 
células dendríticas (DCs), macrófagos, células Natural Killer (NK), linfócitos T e B (Puga et al., 
2012; Schuster et al., 2013; Silva, 2011; Constantini e Cassatela, 2011; Kalyan e Kabelitz, 
2014). Contudo, neutrófilos apoptóticos podem suprimir a ativação de DCs e macrófagos, 
favorecendo a infecção (Savill et al., 2002; van Zandbergen et al., 2004). Assim, o papel 
dessas células na imunidade para Leishmania ainda é controverso e parece estar ligada a 
espécie do parasita e a base genética do hospedeiro. 
DCs orquestram a ativação e diferenciação de células T e por isso funcionam como 
importante ligação entre a imunidade inata e a adaptativa (Banchereau e Steinman, 1998). O 
reconhecimento de antígenos expressos pelo parasita por receptores presentes nas DCs 
estimulam a resposta dessas células que, adequadamente ativadas, são capazes de estimular 
resposta imunológica adaptativa protetora. A produção de IL-12 por essas células induz a 
diferenciação de linfócitos T no subtipo Th1, o qual tem resposta protetora contra leishmaniose 
(Chaudhary et al., 2014). Contudo, algumas espécies de Leishmania, como L. (L.) mexicana 
e L. (L.) amazonensis, conseguem subverter as funções das DCs, promovendo ativação 
inadequada dessas células e consequentemente prejudicando a resposta de células T e a 
produção de citocinas pró-inflamatórias (Bennett et al., 2001; Xin et al., 2008). 
Macrófagos são as principais células hospedeiras de Leishmania. O contato inicial 
entre o parasita e macrófagos permite a modulação da atividade fagocítica dessas células 
(Rotureau et al., 2009). Os diversos receptores envolvidos com o processo de fagocitose 
participam de maneira diferente do curso da infecção. Interação com receptores para o 
complemento promovem condições favoráveis para a sobrevivência do parasita enquanto que 
as interações com receptores para fibronectina, manose e Fc medeiam a ativação de vias 
inflamatórias que resultam na ativação da NADPH oxidase e no burst respiratório, resultando 
na morte do parasita (Ueno e Wilson et al., 2012). Outros receptores, como TLR2, são muito 
importantes para ativação dos macrófagos. Esses receptores induzem a expressão das 
moléculas SOCS-1 e SOCS-3 que ativam fortemente os macrófagos, controlando os perfis de 
M1 e M2 (Aldridge e Vogel, 2014). 
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Os dois principais mecanismos de controle do parasita pelos macrófagos são a 
produção de espécies reativas de oxigênio (ROS), gerado pelo burst respiratório que ocorre 
durante o processo de fagocitose, e a produção de óxido nítrico (NO), gerado a partir da 
enzima óxido nítrico sintase induzível (iNOS) (Scott e Novais, 2016). ROS apresentam efeitos 
tóxicos diretos sobre o parasita e efeitos indiretos. ROS induzem ativação do inflamassoma 
NLRP3 que leva a liberação da citocina pró-inflamatória IL-1, a qual induz diretamente a 
produção de NO e indiretamente produção de IL-12 por macrófagos (Lima-Junior et al., 2013; 
Scott e Novais, 2016). Além disso, macrófagos são altamente sensíveis as citocinas IFN- 
(produzido principalmente por células Th1) e TNF-, as quais podem agir sinergicamente para 
promover intensa ativação dessas células culminando com a eliminação do parasita pela 
produção de NO (Bogdan, et al., 1990). 
Diversas estratégias foram desenvolvidas pelo parasita para impedir a ativação efetiva 
de macrófagos, como por exemplo: invasão silenciosa por meio da ligação a receptores não 
desencadeantes de repostas inflamatórias, como CR1 e  fosfatidilserina; supressão da 
produção interceulina 12 (IL-12) e da ativação de fator nuclear kappa B (NF-κB), redução da 
expressão de complexo principal de histocompatibilidade (MHC) de classe II por células 
apresentadoras de antígenos (APCs); além da indução da produção de citocinas reguladoras, 
como IL-10 e Fator de transformação do crescimento beta (TGF-β) (Nylén e Gautam, 2010). 
Além dessas, a espécie L. (L.) amazonensis é capaz de induzir em macrófagos a formação 
de vacúolos parasitóforos grandes que podem servir de barreira e diluir os efeitos microbicidas 
do NO e de espécies reativas de oxigênio (ROS) nas células infectadas (Wilson et al., 2008). 
Também foi demostrado que componentes da própria L. (L.) amazonensis podem inibir a 
ativação e função efetora de macrófagos e células dendríticas (Soong, 2012). 
Infecção por L. (L.) amazonensis (Lainson e Shaw, 1972) pode resultar em 
variabilidade de casos clínicos, passando pelos quatro tipos de formas, desde sua forma mais 
comum, cutânea, como também nas formas mucocutânea, difusa e mais raramente na forma 
visceral. Essa espécie de parasita apresenta características peculiares no que refere as 
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respostas evasoras. Esses parasitas podem induzir o retardo da resposta imunológica do 
hospedeiro com a supressão da resposta imune. As células imunológicas imaturas 
(principalmente macrófagos) que estão sendo recrutadas ao local de infecção não são 
ativadas, desta maneira os parasitas podem, rapidamente, multiplicam-se no interior celular e 
estabelecer a infecção logo nos estágios iniciais e favorecer sua permanência nos estágios 
tardios (Chang et.al, 2003). Além disso, essa espécie ainda pode promover a redução da 
ativação de linfócitos CD4+ pelo sequestro e degradação da molécula de MHC II em 
macrófagos (Lang, 1994 e Leao, 1995), bloquear a produção de NO nas células hospedeiras 
(Balestieri, 2002), além de manter a acidez nos vacúolos parasitóforos como um meio de 
proteção e sobrevivência do parasita (Antoine, 1990). 
Tendo visto a interação parasita-hospedeiro, a ativação adequada de macrófagos 
parece ser a chave para o controle da leishmaniose. Porém, estas células são influenciadas 
tanto pelo parasita quanto por diferentes componentes da resposta imunológica. Após 
estímulo, macrófagos podem se diferenciar em dois fenótipos distintos: M1, cuja diferenciação 
é induzida por interferon gama (IFN-γ) e outras citocinas pró-inflamatórias, e M2, o qual é 
induzido por diversas citocinas, como interleucina 4 (IL-4) e IL-10 (Mosser e Edwards, 2008; 
Martinez et al., 2009). Macrófagos M1 são importantes para o controle da infecção por 
Leishmania uma vez que aumentam a produção de óxido nítrico (NO) e outras substâncias 
tóxicas para o parasita. Por outro lado, macrófagos M2 são mais permissivos a replicação de 
parasitas intracelulares. Portanto, a indução do fenótipo M2 leva a claras vantagens para 
Leishmania (Pinheiro e Rossi-Bergmann, 2007). 
Quanto à resposta imune adaptativa, de maneira geral, a resistência à infecção por 
Leishmania tem sido associada à indução do subgrupo de células efetoras Th1 e a 
susceptibilidade a presença de células do Th2. A produção de IL-12 por DCs é fundamental 
para a diferenciação de Th1, uma das principais fontes de IFN-. No entanto, as citocinas IFN-
 e TNF também podem estar relacionadas à patogênese da doença, já que pacientes com a 
forma mais grave doença apresentam altos níveis dessas citocinas (Bacellar et al., 2002; 
Melby et al., 1994). 
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Embora o curso da resposta imunológica na leishmaniose vem sendo desvendado, o 
papel de algumas células (como células B-1) ainda tem sido negligenciado. Estudar a 
importância dessas células e suas diversas formas de interação com outras células e com a 
resposta imunológica é fundamental para entender melhor a relação entre parasita e 
hospedeiro nessa importante doença negligenciada. 
 
1.3  Células B-1 
Células B-1, também chamadas de linfócitos B inatos, são um subtipo de linfócitos B 
que apresentam características muito peculiares e distintas quando comparadas aos linfócitos 
B-2 (linfócitos B convencionais). Células B-1 e B-2 divergem em relação ontogenia, 
localização anatômica, repertório de anticorpos, estimulação pelo antígeno e papel na reposta 
imunológica (Popi et al., 2016). Fenotipicamente, células B-1 apresentam expressão de CD19, 
marcador de células B-2, mas diferem dessas células por apresentarem expressão não usual 
de marcadores de superfície (IgMhigh IgDlow CD11b+) e ausência (ou baixa expressão) do 
marcador CD23 (Berland e Wortis, 2002; Hardy e Hayakawa, 2001). As células B-1 ainda são 
subdivididas em B-1a e B-1b pela presença ou ausência da molécula de CD5 (marcador de 
linfócitos T), respectivamente (Herzenberg 2000; Herzenberg et al., 1986). Quanto à 
localização anatômica, células B-1 são predominantes nas cavidades peritoneal, pleural e 
raras no baço e linfonodos de camundongos adultos (Kipps, 1989; Hayakawa et al., 1986; 
Marcos et al., 1994). Sobre a ontogenia, células B-1 originam-se durante o desenvolvimento 
fetal a partir de precursores distintos daqueles das células B-2 presentes no baço (Ghosn et 
al., 2012). 
Além dessas diferenças, células B-1 apresentam papel distinto na imunidade. Células 
B-1 são as principais produtoras de anticorpos naturais (Berland e Wortis 2002), são grandes 
produtoras de IL-10 (O’Garra et al., 1992), podem migrar para foco inflamatório (Bogsan et al., 
2005), são capazes de se diferenciar em fagócitos mononucleares (Almeida et al., 2001; Popi 
et al., 2012) e modular a reposta imune em diversos modelos experimentais (Popi et al., 2008; 
Minoprio et al., 1993; Herbert et al., 2002). Contudo, o papel dessas células na patogênese 
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de diversas doenças, assim como sua influência sobre outras células do sistema imune, ainda 
é pouco compreendido. 
Modelos experimentais têm ajudado a entender melhor o papel de células B-1. Em 
modelo de paracoccidioidomicose experimental, camundongos XID (geneticamente 
desprovidos de células B-1) intratraquealmente infectados pelo fungo apresentaram menor 
número de colônias (CFU) no pulmão que camundongos wild type (selvagem). A transferência 
de células B-1 para camundongos XID diminuiu sua sobrevida após infecção pelo fungo. In 
vitro, a presença de células B-1 diminuiu a fagocitose de Paracoccidiodes brasiliensis por 
macrófagos e GP43, a principal glicoproteína produzida pelo fungo, estimulou a produção de 
IL-10 por células B-1 (Popi et al., 2008). Minoprio et al. (1993) demonstraram que na infecção 
experimental por Trypanosoma cruzi ocorreu aumento significativo de células B-1 esplênicas 
na fase aguda da doença e, ainda, camundongos XID resolveram com maior eficiência a 
infecção por esse protozoário. Por outro lado, camundongos XID foram susceptíveis à 
infecção por Strongyloides stercoralis (Herbert et al., 2002) e Schistosoma mansoni (Gaubert 
et al., 1999). Estes dados sugerem que células B-1 podem participar da resistência ou da 
susceptibilidade a determinada infecção dependendo das características do patógeno. 
Para leishmanioses os dados da literatura ainda são escassos e controversos. Hoerauf 
et al. (1994) mostraram que camundongos XID foram mais resistentes à infecção por L. (L.) 
major quando comparados a camundongos BALB/c infectados. Porém, outros autores 
demonstraram que camundongos BALB/c depletados de células B-1 por irradiação 
desenvolveram doença mais grave que os animais controle (Babai et al., 1999), sugerindo 
que células B-1 não contribuem para susceptibilidade a L. (L.) major em camundongos 
BALB/c. Nosso grupo demonstrou que animais XID foram mais resistentes à infecção por L. 
(L.) chagasi em mecanismo que envolve a participação da IL-10 (Gonzaga et al., 2015). Por 
outro lado, camundongos XID foram mais susceptíveis à infecção por L. (L.) amazonensis, 
sugerindo que células B-1 podem modular a resposta imunológica na infecção experimental 
por essas duas espécies de Leishmania, contribuindo para distintos perfis de resistência e 
susceptibilidade (Gonzaga et al., 2017). 
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Estudos in vitro têm contribuído para a melhor compreensão dos mecanismos pelos 
quais células B-1 podem contribuir para a imunidade. Células B-1 diferenciadas em fagócitos 
(B-1 CDP) internalizaram in vitro Coxiella burnetti (Popi et al., 2009) e leveduras de 
Cryptococcus neoformans (Ghosn et al., 2006). Células B-1 peritoneais foram capazes de 
fagocitar in vivo Staphylococcus aureus, Escherichia coli e timócitos apoptóticos (Gao et al., 
2012; Novaes e Brito et al., 2010). Para Leishmania, também foi demonstrado que células B-
1 foram capazes de fagocitar in vitro promastigotas de L. (L.) major (Arcanjo et al., 2015) e 
nosso grupo demonstrou que células B-1 também fagocitaram in vitro e in vivo promastigotas 
de L. (L.) amazonensis (Geraldo et al., 2016). Após a fagocitose in vivo de L. (L.) amazonensis, 
células B-1 aumentaram a expressão das citocinas IL-10 e TNF-α (Geraldo et al., 2016). 
Mesmo com os avanços nos estudos sobre células B-1, há poucos trabalhos que 
mostram a interação dessas células com outras células do sistema imunológico. Células B-1 
mostraram capacidade de apresentação de antígeno e de polarização de células T 
preferencialmente para perfil Th17 (Popi et al., 2016; Zhong et al., 2007). Wong et al. (2010) 
mostraram que células B-1 podem influenciar a polarização de macrófagos para um perfil M2-
like por mecanismo dependente de IL-10 produzida pelas células B-1. Popi et al. (2004) 
também demonstraram que IL-10 produzida pelas células B-1 levaram a diminuição da 
capacidade fagocítica, produção de NO e de espécies reativas a oxigênio (ROS) por 
macrófagos peritoniais. Resultados similares foram encontrados em macrófagos peritoniais 
infectados por L. (L.) major, no qual a presença de células B-1 estimulou macrófagos a 
produzirem IL-10 e corpos lipídicos, favorecendo o crescimento intracelular do parasita 
(Arcanjo et al., 2017). 
Interessante notar que a maioria dos trabalhos mostra que células B-1 podem modular 
a resposta de outras células do sistema imunológico por contato direto (via apresentação de 
antígeno) ou pela produção e liberação de citocinas e anticorpos. Por outro lado, ainda não 
foram publicados dados sobre a produção e liberação de vesículas extracelulares  produzidas 
por células B-1, bem como seu papel na modulação de outras células do sistema imunológico. 
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1.4 Comunicação por Vesículas Extracelulares (EVs) 
Macrófagos e outras células do sistema imunológico realizam complexa comunicação 
intercelular mediada por via contato célula-célula (como, por exemplo, na sinapse imunológica 
mediada pelas várias moléculas envolvidas na apresentação de antígeno), por citocinas e/ou 
por intermediação de vesículas extracelulares (EVs). O estudo da comunicação entre as 
células do sistema imunológico por EVs é relativamente recente, porém vários trabalhos 
mostraram que EVs liberadas por células ativadas podem agir como mensageiras carreando 
mediadores e sinais de uma célula a outra (Wang et al., 2011; Oehmcke et al., 2012). 
Vesículas extracelulares são nanopartículas envoltas por bicamada lipídica, liberadas 
por bactérias e células eucarióticas e que carreiam diferentes biomoléculas em seu interior e 
superfície, como: proteínas, lipídeos, RNA-m e microRNA. As vesículas funcionam como 
mensageiras, transferindo informações e garantindo a comunicação celular até mesmo a 
longa distância (Théry et al., 2002). O efeito biológico das EVs na célula receptora dependerá 
da natureza e da composição dessas EVs. Atualmente, as EVs podem ser amplamente 
classificadas em três classes principais dependendo da sua origem intracelular e da sua 
composição: (I) microvesículas (100 a 1000 nm), as quais são liberadas a partir da membrana 
plasmática; (II) exossomos (20 a 100 nm), formados a partir de invaginações da membrana 
endossomal em processo que permite a incorporação de biomoléculas como proteínas, ácidos 
nucleicos, lipídios e açúcares incorporados nas porções interiores e superficiais destas 
partículas; (III) corpos apoptóticos (> 1000 nm), liberados das células que estão em apoptose 
(Yáñez-Mó et al., 2015). 
Vários trabalhos demonstraram que agentes infecciosos podem influenciar a 
composição das EVs liberadas por células do sistema imune e assim influenciar o curso da 
resposta imunológica. Células B infectadas com o vírus Epstein-Barr liberaram EVs contendo 
complexos peptídeo-MHC classe II que foram capazes de ativar células T CD4+ naive (Raposo 
et al., 1996). Outros trabalhos também demonstraram que DCs podem produzir vesículas 
extracelulares carreando complexos peptídeo-MHC classe I ou II, que podem ser diretamente 
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reconhecidos por células T CD4+ ou T CD8+ ou ainda podem ser capturados por outras células 
dendríticas para apresentação de antígeno (Zitvogel et al., 1998). 
Macrófagos infectados podem alterar o conteúdo das EVs incorporando moléculas do 
patógeno que podem modular a resposta de macrófagos residentes (Bhatnagar et al., 2007; 
O'Neill e Quah, 2008). Macrófagos infectados por Mycobacterium tuberculosis liberaram EVs 
contendo produtos da parede celular da micobatéria (Singh et al., 2012). Dados similares 
foram obtidos por macrófagos infectados por Leishmania nos quais as EVs liberadas 
continham GP63 (Hassani e Olivier, 2013). Macrófagos murinos infectados por patógenos, 
como Mycobacterium tuberculosis, Salmonella typhimurium, ou Toxoplasma gondii, 
produziram vesículas extracelulares que estimularam resposta pró-inflamatória em 
macrófagos não infectados. As vesículas liberadas por macrófagos infectados por 
Mycobacterium tuberculosis estimularam produção de fator de necrose tumoral (TNF-α) e IL-
12, além de promover recrutamento tanto de macrófagos como neutrófilos em camundongos 
não infectados (Bhatnagar et al., 2007). Dados similares foram encontrados em macrófagos 
infectados por L. (L.) amazonensis, os quais produziram EVs que promoveram a liberação de 
citocinas pró-inflamatórias, como IL-12, interleucina 1 beta (IL-1β) e TNF-α em macrófagos 
não infectados (Cronemberger-Andrade et al., 2014). Esses dados demonstram claramente 
que EVs produzidas pelas células do sistema imunológico podem atuar juntamente com 
citocinas e quimiocinas influenciando o curso da resposta imunológica (Zhang et al., 2014). 
Assim, entender melhor como EVs de diferentes células do sistema imune funcionam 
para regular a imunidade pode resultar em informações importantes que poderão ser usadas 
para o melhor entendimento da resposta imunológica e da patogênese de diversas doenças. 
Portanto, é importante caracterizar e estudar a função dessas vesículas em diversas células 
do sistema imunológico, em especial naquelas em que ainda não foram estudadas, como as 
células B-1. 
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2. OBJETIVOS 
Caracterizar morfologicamente e funcionalmente as EVs liberadas pelas células B-1 
na presença ou ausência de infecção in vitro por L. (L.) amazonensis. Avaliar a influência das 
EVs provenientes de células B-1 infectadas ou não com o parasita sobre a ativação de 
macrófagos. 
 
2.1 Objetivos específicos 
 Avaliar e caracterizar por Nano Tracking analysis (NTA) e microscopia eletrônica as 
EVs liberadas por células B-1 estimuladas ou não com promastigotas de L. (L.) 
amazonensis; 
 Estudar a expressão de moléculas MHC II, co-estimuladoras e marcadores de células 
B-1 em EVs liberadas por células B-1 infectadas ou não com promastigotas de L. (L.) 
amazonensis; 
 Estudar a influência de EVs produzidas por células B-1 na produção de citocinas, 
fagocitose, expressão de iNOS e arginase em diferentes linhagens de macrófagos, a 
saber: linhagem J774A.1 (macrófagos imortalizados), macrófagos derivados de 
medula óssea de camundongos BALB/c e C57BL/6.  
 Avaliar in vivo o papel de vesículas extracelulares de células B-1 infectadas no curso 
da infecção experimental por L. (L.) amazonensis. 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 
3.1 Soluções 
 Solução estoque de tampão fosfato-salina (PBS): NaCl 2,7378 M, KCl 0,053 M, 
Na2HPO4 0,1301 M e K2HPO4 0,0229 M. Para uso, esta solução foi diluída 20X (PBS 
1X). 
 Tris borato EDTA (TBE): Tris-base 0,45 M, H3PO3 0,44 M, EDTA 0,5 M. Para uso, 
esta solução foi diluída 5X (TBE 1X). 
 MACS: PBS 1X, EDTA 20 mM, 0,5% de albumina bovina sérica (BSA). 
 PBS-Tween: PBS 1X, 0,05% de Tween 20.  
 Solução de bloqueio (ELISA citocinas): PBS 1X acrescido de 1% de BSA. 
 
3.2 Meios de cultura 
 Meio 199 (Gibco): hepes 40 mM, adenina 1 mM, bicarbonato de sódio 4,2 mM, hemina 
em pó 5 mg.L-1. Os componentes foram dissolvidos em água milliQ e o pH foi ajustado 
entre 7,2 e 7,4. O meio foi filtrado em membranas de 0,22 mm (Millipore). 
 Meio 199 completo: meio 199 acrescido de 10% de soro fetal bovino (SFB, Cultilab, 
Campinas). 
 Meio RPMI: RPMI 1640 (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO) acrescido de ácido N-2-
hidroxietilpiperazina-N-2-etanosulfônico 10mM (HEPES), bicarbonato de sódio 24 mM. 
 Meio R-10: RPMI 1640 acrescido de 10% de SFB e solução antibiótica de 
estreptomicina e penicilina (100 unidades.mL-1 de cada antibiótico) (Thermo Fisher, 
Gibco, USA). 
 Meio R-10 livre de exossomos: RPMI acrescido de 10% de SFB ultracentrifugado a 
100.000 g por oito horas e solução antibiótica de estreptomicina e penicilina (100 
unidades/mL de cada antibiótico). 
 Primeiro meio L929: 50% de sobrenadante de cultura de células L929, 30% RPMI, 
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20% de SFB. 
 Segundo meio L929: 30% de sobrenadante de cultura de células L929, 50% RPMI, 
20% de SFB. 
 
3.3 Animais 
Camundongos fêmeos da linhagem BALB/c e C57BL/6 foram obtidos do Centro de 
Desenvolvimento de Modelos Experimentais para Medicina e Biologia (CEDEME) da 
UNIFESP e mantidos no Biotério Central do Campus Diadema. Os animais foram tratados 
conforme recomendação do Conselho Nacional de Controle e Experimentação Animal 
(CONCEA), Resolução Normativa, Nº 33, novembro de 2016. A eutanásia dos animais foi 
realizada por excesso de anestésico (halotano 3 – 5 %) mantendo até a parada 
cardiorrespiratória. A utilização de camundongos fêmeos é devida a maior população de 
células B-1 peritoneais e a escolha de comparação entre as linhagens BALB/c e C57BL/6 é 
devida aos perfis de suscetibilidade e resistência, respectivamente, aos parasitas do gênero 
Leishmania. 
 
3.4 Parasitas 
A cepa MHOM/BR/1973/M2269 de L. (L.) amazonensis foi, gentilmente, cedida pela 
Dra. Clara Lúcia Barbieri da Disciplina de Parasitologia da UNIFESP. Os promastigotas foram 
mantidos em cultivo in vitro com meio 199 acrescido de 10% de SFB.  
 
3.5 Congelamento e descongelamento de parasitas 
O congelamento de promastigotas de L.(L.) amazonensis foi realizado em meio de 
congelamento contendo 90% de SFB e 10% de dimetilsulfóxido (DMSO - Merck S.A.). Os 
parasitas coletados da garrafa de cultura foram transferidos para tubos de 15 mL (Costar 
Corp, Cambridge, MA) e centrifugados a 4.200 rpm por 15 minutos. O sobrenadante foi 
descartado e os parasitas ressuspendidos em meio de congelamento. Cada alíquota de 1 mL 
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contendo 1 x 108 de parasitas foi estocada a -80°C.  
O descongelamento dos parasitas foi efetuado em banho-maria a 37°C, transferindo-
os imediatamente para tubos falcon de 15 mL e diluindo-se gota a gota em 9 mL de meio 199 
completo. Os tubos foram então centrifugados a 4.200 rpm por 15 minutos. Após o descarte 
do sobrenadante, os parasitas foram ressuspendidos em 10 mL de meio 199 completo e 
transferidos para garrafas de cultura de 25 cm2 (Costar). 
 
3.6 Cultura de promastigotas de L. (L.) amazonensis 
Promastigotas de L (L.). amazonensis foram descongeladas e cultivadas em garrafas 
de cultura pequenas (25 cm2) contendo meio 199 completo e mantidas a temperatura 
controlada de 26ºC. Após cinco dias de cultura, os parasitas foram transferidos para garrafas 
de cultura médias (75 cm2) e mantidos sob as mesmas condições até se obter a fase 
estacionária de crescimento (Paladi et al., 2012). 
 
3.7 Congelamento e descongelamento de macrófagos de linhagem J774A.1 e 
fibroblastos L929 
O congelamento de células de ambas as linhagens foi realizado em meio de 
congelamento contendo 90% de SFB e 10% de DMSO. As células coletadas da garrafa de 
cultura foram transferidas para tubos de 15 mL (Costar Corp, Cambridge, MA) e centrifugados 
a 1200 rpm por 5 minutos. O sobrenadante foi descartado e as células ressuspendidas em 
meio de congelamento. Cada alíquota de 1 mL contendo 2 x 106 células foi estocada a -80°C.  
O descongelamento das células foi efetuado em banho-maria a 37°C, transferindo-as 
imediatamente para tubos de 15 mL e diluindo-se gota a gota em 9 mL de meio R-10. As 
células foram então centrifugadas a 1.200 rpm por cinco minutos. Após o descarte do 
sobrenadante, as células foram ressuspendidas em 10 mL de meio R-10 e transferidas para 
garrafas de cultura de 25 cm2 (Costar). 
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3.8 Cultura de macrófagos de linhagem J774A.1  
As células foram mantidas conforme preconizado pela ATCC 
(http://www.atcc.org/products/all/TIB-67.aspx#culturemethod), com algumas modificações. 
Após descongelamento, as células foram cultivadas em garrafas de cultura pequenas 
contendo meio R-10 e mantidas sob atmosfera úmida, a 37ºC em 5% de CO2. Após três dias 
de cultura foi realizada a troca do meio de cultura. Para efetuar o repique celular, as células 
foram mantidas sob as mesmas condições até se obter a confluência de 90% na garrafa. As 
células foram desaderidas mecanicamente e transferidas para tubo de 15 mL. Após 
centrifugação a 1.200 rpm por cinco minutos, as células foram ressuspendidas em 20 mL de 
meio R-10 e por fim transferidas para uma garrafa de cultura média (75 cm2). 
 
3.9 Obtenção de sobrenadante de células da linhagem de fibroblastos L929 
As células L929 foram descongeladas e cultivadas em garrafas de cultura pequenas 
(25 cm2) em meio R-10 sob atmosfera úmida a 37 ºC em 5% de CO2. Após três dias de cultura, 
as células foram transferidas para garrafas de cultura médias (75 cm2) e após mais 3 dias, 
repicadas para garrafas de culturas grandes (125 cm2). Depois de 3 dias, o sobrenadante foi 
recolhido e congelado, e as células repicadas novamente para a garrafa grande. O segundo 
sobrenadante foi recolhido e congelado e as células transferidas para garrafas pequenas. 
Esse processo foi repetido diversas vezes para obtenção de quantidade suficiente de 
sobrenadante L929 para realização de todos os experimentos. Cabe aqui dizer que o 
sobrenadante das células L929 contem M-CSF, um fator que induz a diferenciação de células 
da medula óssea em macrófagos, denominados macrófagos medulares. 
 
3.10 Obtenção e cultivo de macrófagos de origem medular 
Macrófagos medulares foram obtidos a partir da diferenciação de células da medula 
óssea de acordo com Zamboni e Rabinovitch (2003), com modificações. Resumidamente, 
fêmures de camundongos BALB/c e C57BL/6 foram retirados e com auxílio de seringa e 
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agulha as medulas ósseas foram lavadas para a retirada de suas células. As células 
medulares foram coletadas e centrifugadas a 1.200 rpm por cinco minutos, ressuspendidas 
no meio contendo 50% de sobrenadante de cultura de células L929 (obtenção do 
sobrenadante descrito no item 3.9), 30% RPMI, 20% SFB e mantidas em estufa úmida a 37ºC 
em 5 % de CO2 por 72 h. No terceiro dia, o sobrenadante foi retirado e as células foram 
colocadas no meio contendo 30% de sobrenadante de cultura de células L929, 50% RPMI, 
20% SFB. As células permaneceram na estufa por mais 72 h e após este período a troca do 
meio foi repetida. Ao final de 10 dias, foi adicionado meio R-10 (10% SFB e 90% RPMI). 
Regularmente, os macrófagos foram marcados com anti-F4/80 (conjugados a PerCP) para 
citometria de fluxo (FACS) para avaliação da diferenciação. 
 
3.11 Obtenção e purificação de células B-1 peritoneais 
As células B-1 foram obtidas por lavagem da cavidade peritoneal de camundongos 
BALB/c e C57BL/6. As células peritoneais totais foram submetidas à marcação e purificação 
para obtenção de cultura enriquecida de células B-1. Para tanto, células do lavado peritoneal 
foram centrifugadas por 1.200 rpm por cinco minutos. O sobrenadante foi descartado e o pellet 
contendo as células foi ressuspendido em tampão MACS (PBS 1X, EDTA 20 mM, 0,5% de 
SFB), na proporção 80 μL para cada 107 de células. As células foram primeiramente 
incubadas por 15 minutos com anti-receptor Fc – anti-Fc block (Purified Rat Anti-Mouse 
CD16/CD32; Mouse BD Fc Block™) e depois lavadas com 500 µL de tampão MACS. Após, 
as células totais foram incubadas por 15 minutos com anti-CD23 microbeads (anticorpo MACS 
Multeneyi Biotec) e transferidas para as colunas magnéticas para seleção negativa. 
Posteriormente, células CD23- foram centrifugadas a 1.200 rpm por cinco minutos e depois 
ressuspendidas em tampão MACS (80 µL para cada 107 células). Sequencialmente, as células 
CD23- foram incubadas por 15 minutos com anti-CD19 microbeads (anticorpo MACS 
Multeneyi Biotec) para a seleção positiva. Células CD19+CD23- foram retidas na coluna 
magnética e depois eluídas com 5 mL de tampão MACS, estas foram consideradas como 
células B-1 purificadas (De Lorenzo et al., 2007).  
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3.12 Avaliação da população de células B-1 por citometria de fluxo 
Análises de citometria de fluxo foram realizadas para avaliar a porcentagem de pureza 
das células B-1 purificadas por colunas magnéticas. Para tanto, células B-1 purificadas foram 
marcadas com anticorpos monoclonais anti-CD11b conjugado com ficoeritrina (PE), anti-IgM 
conjugado com isotiocianato de fluoresceína (FITC). Resumidamente, células provenientes 
de lavado peritoneal foram coletadas, lavadas com PBS (1X) e purificadas conforme descrito 
no item (3.10). Após a purificação, a concentração celular foi ajustada para 1x106 células por 
tubo, cada amostra foi incubada por 15 minutos com anti-Fc block e após lavagens as células 
foram incubadas por mais 30 minutos no gelo com os marcadores acima descritos. Depois da 
incubação, as células foram lavadas com PBS (1X) e a população marcada adquirida em 
citômetro de fluxo FACSCalibur (BD). Um total de 10.000 eventos do gate de linfócitos foi 
contado e os dados das marcações adquiridos. A análise dos dados adquiridos foi realizada 
utilizando o software FlowJo. 
 
3.13 Ensaio de infecção in vitro de células B-1 
Os ensaios foram realizados com células peritoneais (descrito no item 3.11) que foram 
purificadas por colunas magnéticas para obtenção de células B-1. Aproximadamente, 1 x 106 
células B-1 purificadas foram plaqueadas por poço em placas de cultura de 24 poços. 
Importante mencionar que nestes casos sempre foram utilizados meio R-10 ultracentrifugado 
(livre de vesículas extracelulares). Após duas horas, promastigotas de L. (L.) amazonensis 
foram adicionadas na MOI de 5 (multiplicity of infection - multiplicidade da infecção). Células 
B-1 não infectadas foram usadas como controle. Posteriormente, as células foram mantidas 
em cultura por 24 ou 48 horas. Os sobrenadantes foram coletados para purificação de 
vesículas extracelulares. Para um rendimento adequado de amostras, pelo menos 5 x 106 
(cinco poços) de células foram utilizadas tanto para o controle (obtenção de EVs de células 
B-1 não infectadas) como para a amostra infectada (obtenção de EVs de células B-1 
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infectadas). 
 
3.14 Coloração por iodeto de propídeo (PI) 
A viabilidade das células B-1 (obtidas e purificadas conforme o item 3.11) foi avaliada 
após a infecção por promastigotas de L. (L.) amazonensis, durante 24 e 48 horas (conforme 
descrito no item 3.13). Transcorrido o tempo de co-cultura com o parasita de 24 ou 48 horas, 
as células foram marcadas com PI (marcador de morte celular). Para isso, foi acrescentado 1 
µL da solução de iodeto de propídeo na concentração de 100 µg.mL -1. Após 15 minutos a 
temperatura ambiente, as células foram novamente lavadas e observadas no microscópio de 
fluorescência. 
 
3.15 Obtenção de EVs liberadas por células B-1 
Após a coleta dos sobrenadantes das células infectadas e não infectadas (controle), 
as amostras foram submetidas a diferentes etapas de centrifugação: (1) centrifugação de 500 
g por 10 minutos para retiradas das células e parasitas.; (2) o sobrenadante de (1) foi 
centrifugado a 1.500 g por 10 minutos; (3) o sobrenadante de (2) foi então centrifugado a 
10.000 g por 10 minutos (para a remoção de células e debris celulares); (4) o sobrenadante 
de (3) foi submetido a uma centrifugação a 100.000 g por 1 h e 30 minutos e o pellet contendo 
as vesículas foi ressuspendido em PBS e novamente centrifugado a 100.000 g por 1 h e 30 
minutos (ultracentrífuga Sorvall WX Ultra Thermo Scientifi - rotor T890). Ao final o pellet 
contendo as vesículas extracelulares foi ressuspendido em PBS 1X filtrado e armazenado a -
20°C até sua utilização. 
 
3.16 Determinação da concentração e tamanho das vesículas por aparelho 
medidor de partículas 
As vesículas extracelulares purificadas de células B-1 (descrito em 3.15) foram diluídas 
10X em PBS (1X) e avaliadas quanto ao tamanho e concentração no equipamento Nanosight 
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(NS300 MalvernTM). Foram realizadas três capturas com um minuto de duração (20 frames 
por segundo) sob temperatura de 20 ºC. O equipamento utilizado encontra-se alocado na 
Disciplina de Nefrologia, Departamento de Medicina, Escola Paulista de Medicina, 
Universidade Federal de São Paulo. 
 
3.17 Dosagem proteica 
A concentração proteica das vesículas foi avaliada pelo método do microBCA (Micro 
BCATM Protein Assay Kit, Thermo Fisher), seguindo as informações do fabricante. 
Primeiramente, foi realizada diluição seriada do padrão albumina sérica bovina (BSA) em 
concentrações que variaram de 0,5-200 μg.mL-1, em placas de 96 poços, para a obtenção da 
curva padrão. Para o branco, dois poços foram preparados apenas com o diluente. Após 
preparação da curva, as amostras a serem dosadas foram diluídas 10 X em PBS (1X), 
acrescidas de SDS 10% e depois adicionadas à placa. A placa foi incubada com os reagentes 
A, B e C próprio do kit (nas proporções 25, 24 e 1 parte em um total de 50 partes, 
respectivamente) período de 2 h a 37ºC. Logo após o período de incubação, a densidade 
óptica (D.O.) foi avaliada em leitor de ELISA (Biotrek) no comprimento de onda de 562 nm. 
As densidades ópticas geradas permitiram a construção da curva padrão e o cálculo da 
equação da reta para posterior quantificação das proteínas nas amostras. 
 
3.18 Microscopia eletrônica de varredura das vesículas extracelulares 
Para realizar a microscopia eletrônica de varredura, seguimos o protocolo padronizado 
pela profa. Dra. Ana Claudia Trocoli Torrecilhas (Nogueira et al., 2015). Primeiramente, 
lamínulas circulares foram limpas com álcool 70%, autoclavadas, adicionadas em placas de 
24 poços e mantidas no fluxo laminar sob luz UV por 15 minutos. Depois, as lamínulas foram 
tratadas com Poli-L-Lisina para a total aderência das células. Para tanto, a solução de poli-L-
lisina foi preparada diluindo a solução concentrada em PBS (1X) na razão 1:2 (100 μL de cada 
solução para cada poço). A poli-L-lisina, utilizada para a aderência das amostras às lamínulas, 
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foi filtrada em filtro de 0,22 mm e adicionada 200 µL por poço. Os poços contendo as lamínulas 
com poli-L-lisina foram incubadas por 10 minutos, a solução foi retirada e as lamínulas lavadas 
com PBS (1X). Após secagem completa das lamínulas, procedeu-se o mesmo protocolo 
descrito para obtenção de vesículas extracelulares de 24 horas (item 3.12). Passado o tempo 
de infecção de 24 horas, a fixação das células foi realizada utilizando 300 μL de tampão de 
fosfato contendo 2,5% de glutaraldeido, em tampão cacodilato (0,1 M e pH 7,2) durante 1 h a 
temperatura ambiente. Posteriormente, foram realizadas quatro lavagens em tampão 
cacodilato 0,1 M, as quais foram: 2 x 10 s, 1 x overnight e 1 x 10 s. Após as lavagens, as 
amostras foram pós-fixadas em tetróxido de ósmio 1 % em tampão cacodilato 0,1 M por 1 h. 
Depois, as amostras foram tratadas com ácido tânico 1% em água durante 30 s e novamente 
lavadas em água por 2 x 5 s. Ao final das lavagens, foi feita a desidratação em série gradual 
de etanol (50% - 2 x 10 s; 70% 1 x – 10 s e 1 X overnight; 90% - 2 x 10 s e 100% - 3 x 10 s). 
Após, foi realizada a secagem no aparelho de ponto crítico usando CO2. Sendo finalizado, 
com a montagem no suporte porta-amostras do MEV (stub) usando Super BondTM e 
recobrindo com ouro por sputtering (pulverização catódica) de 25 nm. As amostras foram 
visualizadas em microscópio de microscopia eletrônica de varredura por emissão de campo 
FEI Quanta 250. Todos os procedimentos de impregnação e análise das amostras foram 
realizados no Centro de Microscopia Eletrônica (CEME) da UNIFESP campus São Paulo. 
 
3.19 Identificação e marcação de EVs de células B-1 por citometria de fluxo 
Inicialmente o anticorpo anti-MHCII-PE (BD) (ThermoFisher) foram centrifugados a 
20.000 g por 30 minutos, em desaceleração em zero (sem freio) em volume final de 30 µL, 
para remoção de possíveis precipitados. A marcação das amostras foi realizada utilizando 5 
x 106 EVs de células B-1 infectadas ou não com o parasita. As amostras foram incubadas por 
duas horas ao abrigo de luz e então adquiridas no citômetro de fluxo Cytoflex (Beckman). Um 
total de 10.000 eventos do gate de partículas de até 100 à 500 nm foi contado e os dados das 
marcações adquiridos. A análise dos dados adquiridos foi realizada utilizando o software 
FlowJo. 
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3.20 Tratamento de macrófagos com EVs de células B-1 
Para avaliar o efeito das EVs de células B-1 na ativação de macrófagos, macrófagos 
de linhagem J774A.1 e macrófagos de origem medular das linhagens de camundongos 
BALB/c e C57BL/6 foram tratados com EVs provenientes de células B-1 infectadas ou não 
com os parasitas. Para realizar o tratamento dos macrófagos, as células foram plaqueadas 
na quantidade de 2 x 105 por poço em placas de cultura de 24 poços e mantidas em cultura 
por 4 horas a 37ºC em atmosfera úmida contendo 5% de CO2. Para o tratamento foram 
utilizadas de 40 a 50 partículas por célula (ou aproximadamente 14 μg de massa proteica 
contidas nas EVs) a cada 106 células. Após o período, os macrófagos foram mantidos sob as 
mesmas condições por 48 horas. Após, o sobrenadante celular foi coletado para quantificação 
de citocinas (kit de ELISA) e as células usadas na extração de RNA total para avaliação da 
expressão gênica das citocinas e das enzimas iNOS e arginase.  
 
3.21 Extração de RNA de macrófagos 
Macrófagos da linhagem J774A.1 e de origem medular estimulados com EVs de 
células B-1 infectadas ou não com o parasita foram submetidos à extração de RNA. Para a 
extração, foi utilizado TRIzol® Reagent (Life Technologies, Grand Island, NY, USA), seguindo 
as recomendações do fabricante. Resumidamente, para a lise celular, foi adicionado 1 mL de 
Trizol para cada 1x106 células. O material foi transferido para microtubos e incubado a 
temperatura ambiente por cinco minutos. Posteriormente, para cada 1 mL de Trizol utilizado, 
foi adicionado 200 μL de clorofórmio. As amostras foram então incubadas por dois a três 
minutos a temperatura ambiente. Depois, as amostras foram submetidas à centrifugação a 
15.000 g por 15 minutos a temperatura de 4ºC. A fase aquosa foi transferida para novos tubos 
e foi adicionado 500 μL de isopropanol 100% a cada 1 mL de Trizol utilizado. O material foi 
novamente centrifugado a 15.000 g por 15 minutos e o sobrenadante foi retirado deixando 
apenas o pellet de RNA o qual foi lavado duas vezes com etanol 75%. Por fim, o pellet de 
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RNA foi seco a temperatura ambiente e depois re-hidratado com água ultrapura (UltraPureTM 
DNase/RNase-Free Distilled Water). A dosagem do material foi realizada em 
espectrofotômetro (NanodropTM) e as razões 260/280 e 260/230 avaliadas. Apenas amostras 
de RNA com as razões 260/280 nm e 260/230 nm entre 1,8–2,0 foram consideradas de boa 
qualidade. Além disso, a análise de integridade das amostras também foi avaliada por gel de 
agarose 1,5%. 
 
3.22 Eletroforese em gel de agarose 
A integridade de todas as amostras de RNA foi analisada em eletroforese em gel de 
agarose. Para tanto, foi realizado gel de agarose 1,5% (GE Healthcare) diluído em tampão 
TBE (1X) e acrescido de Gel Red (Biotium), agente intercalante de ácidos nucleicos, na 
proporção 1:100.000. A corrida foi realizada por aproximadamente uma hora à voltagem 
constante de 100 V. Após a corrida, o gel foi avaliado em luz UV para visualização das bandas 
de RNA. A imagem do gel foi adquirida em equipamento fotodocumentador (UVITEC, 
Cambridge). Somente amostras íntegras foram utilizadas para as análises de PCR em tempo 
real. 
 
3.23 Tratamento com DNAse 
Após obtenção do RNA, para a remoção de possível contaminação com DNA 
genômico, as amostras que tiveram boa qualidade e estavam íntegras foram submetidas ao 
tratamento com DNAse (Promega) (em quantidades idênticas de massa – dosagem realizada 
por NanodropTM). Para o tratamento, foram seguidas as recomendações do fabricante. 
Primeiramente, as amostras foram tratadas com quantidades indicadas de DNAse Buffer 
(tampão de DNAse) e DNAse livre de RNAse do kit e depois foram incubadas a 37°C durante 
30 minutos. Em seguida, as amostras foram incubadas a 65°C por 10 minutos para inativação 
da DNAse usando Stop Solution (solução de bloqueio) do kit. 
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3.24 Produção de cDNA 
Para obtenção do cDNA, os procedimentos foram realizados com o kit ProtoScript® 
First Stand (New England BioLabs), seguindo as recomendações do fabricante. 
Resumidamente, após tratamento das amostras de RNA com DNAse, foi preparado um mix 
de reação utilizando 6 μL de RNA tratado com DNAse (em quantidades idênticas de massa), 
2 μL de oligo(dt), este foi incubado a 70°C por cinco minutos. Após, foi adicionado 10 μL de 
Reaction Mix e 2 μL Enzyme Mix do kit e toda a solução foi incubada a 42°C por uma hora em 
equipamento termociclador (MasterCycler, Eppendorff). Após o último ciclo, a solução foi 
acrescida de 30 µL de água ultrapura (UltraPureTM DNase/RNase-Free Distilled Water). O 
cDNA obtido foi armazenado a -20°C até a sua utilização. 
 
3.25 Análise quantitativa por PCR em tempo real 
A PCR (reação em cadeia da polimerase) em tempo real foi realizada com o reagente 
Sybr Green Power (Applied Biosystems). A partir da reação de transcrição reversa, utilizou-
se 1 μL de cDNA, 5,0 μL de Power Sybr © Green PCR Master Mix (Thermo), 2,0 μL de cada 
oligonucleotídeo (1 μM): foward e reverse (Tabela 1). Para a amplificação do cDNA dos 
macrófagos medulares e de células B-1, foram utilizados os seguintes genes alvos: 
interleucina 6 (IL-6), interleucina 10 (IL-10), arginase (ARG), óxido nítrico sintase induzível 
(iNOS) e fator de necrose tumoral alfa (TNF-α). As PCRs em tempo real foram realizadas 
utilizando equipamento StepOne Plus (Applied Biosystems), nas seguintes condições: 10 
minutos a 50°C para ativação da enzima, desnaturação por cinco minutos a 95°C, e 40 ciclos 
de 95°C por 30 segundos e 60°C por um minuto. Após avaliar a qualidade da reação com 
base nas curvas de dissociação, os resultados foram analisados utilizando o programa 
StepOne software (Applied Biosystems). Foi usado o seguinte cálculo para a quantificação 
relativa: inicialmente determinou-se o cycle threshold (CT), dado pelo número do ciclo em que 
o sinal de fluorescência atingiu a linha limiar (threshold line), ou seja, a linha em que a emissão 
de fluorescência está acima do ruído de fundo (background). O CT encontrou-se 
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invariavelmente na região correspondente à fase exponencial da amplificação, o que torna 
mais acurada a estimativa de quantificação dos transcritos na amostra original. A 
normalização dos valores de CT dos genes de interesse foram em relação ao CT do gene 
constitutivo GAPDH (para o gene IL-10) e ARBP (para os demais genes de interesse), 
resultando o ΔCT, representado pelo CT (gene) – CT(constitutivo). Por fim, calculou-se o 2-ΔCT, sendo 
este valor a ser trabalhado como representante da expressão relativa para cada gene 
(Vandesompele et al., 2002). Os primers utilizados para amplificação dos genes de interesse 
estão descritos na tabela a seguir (Tabela 1). Os primers utilizados foram previamente 
padronizados e validados em nosso laboratório (Geraldo et al., 2016). Importante mencionar 
que todas as etapas da PCR em tempo real foram realizadas segundo o MIQE Guidelines 
(Bustin et al., 2009). 
O primer para avaliação dos gene iNOS foi gentilmente cedidos pela profa. Dra. Ana 
Flávia Popi, da Disciplina de Imunologia do Departamento de Microbiologia, Imunologia e 
Parasitologia da UNIFESP campus São Paulo. 
 
 
Tabela 1. Sequência dos oligonucleotídeos iniciadores. 
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3.26 Quantificação da produção de citocinas por ELISA 
Para quantificar a produção de citocinas no sobrenadante das culturas de macrófagos 
medulares, as citocinas foram quantificadas por ELISA de captura (R&D systems), seguindo 
as instruções do fabricante. Resumidamente, 100 μL dos anticorpos de captura foram 
adicionados na concentração de 4000 ng em cada poço da placa de 96 poços (Costar) e então 
incubados overnight a temperatura ambiente. Após incubação, os poços foram lavados três 
vezes, com 400 μL de tampão de lavagem, e posteriormente bloqueados com 300 μL de PBS-
BSA 1%, por uma hora a temperatura ambiente. Depois, a placa foi lavada três vezes com 
300 μL de tampão de lavagem, em seguida 100 μL da amostra ou padrão recombinante foram 
adicionados. Incubou-se a placa por duas horas a temperatura ambiente. O procedimento de 
lavagem foi repetido e o anticorpo de detecção foi adicionado, 100 μL por poço, diluído em 
PBS-BSA 1% (400 ng por poço) e as placas incubadas por duas horas a temperatura 
ambiente. Repetiu-se novamente o procedimento de lavagem e, então, streptavidina diluída 
1:200 em PBS (1X) foi adicionada 100 μL por poço e a placa incubada por 20 minutos a 
temperatura ambiente e protegida da luz. Após lavagem, foi adicionado 100 μL do substrato 
por poço e esperou-se o tempo de 20 minutos para adição de 50 μL por poço da solução de 
parada (NH2SO4, 2N). A leitura foi realizada no leitor de ELISA a 450 nm. Os padrões foram 
utilizados para confecção de curva padrão a qual foi utilizada para determinar os valores das 
concentrações das citocinas em cada uma das amostras. 
 
3.27 Avaliação da capacidade fagocítica 
A capacidade fagocítica dos macrófagos de linhagem J774A.1 e macrófagos 
medulares (BALB/c e C57BL/6) foi avaliada após tratamento das células com as EVs. Para 
isso, foram inseridas lamínulas estéreis (13 mm) em placas de 24 poços antes do 
plaqueamento. Após a colocação das lamínulas, 2x105 de células foram plaqueadas por poço 
e incubadas a 37°C a 5% de CO2 durante 4 horas. Após, os macrófagos foram tradados com 
40-50 partículas de EVs por célula. Depois de 48 h de incubação com EVs de células B-1 
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infectadas ou não com os parasitas, foram adicionadas promastigotas de L. (L.) amazonensis 
na MOI 5. Após 2 h de infecção, as células foram lavadas para remoção dos protozoários não 
fagocitados, e posteriormente as culturas foram incubadas por 24 h a 37° C a 5% CO2. As 
células foram coradas com hematoxilina e eosina (Kit Panótico Rápido, Laborclin). As 
lamínulas foram avaliadas sob microscópio óptico para determinação tanto da porcentagem 
das células infectadas quanto do índice fagocítico (IF). O cálculo do IF foi realizado 
multiplicando a média do número de parasitas e número de células infectadas por 100. Foram 
analisados 300 fagócitos por experimento, sendo 100 fagócitos a cada lamínula. 
 
 
𝑰𝑭 = ?̅?(𝑻𝒐𝒕𝒂𝒍 𝒅𝒆 𝒑𝒂𝒓𝒂𝒔𝒊𝒕𝒂𝒔|𝒄𝒆𝒍𝒖𝒍𝒂) × 𝒏ú𝒎𝒆𝒓𝒐 𝒅𝒆 𝒄𝒆𝒍𝒖𝒍𝒂𝒔 𝒊𝒏𝒇𝒆𝒄𝒕𝒂𝒅𝒂𝒔 ×  𝟏𝟎𝟎 
 
3.28 Tratamento dos animais com EVs de células B-1 
Os animais adquiridos do CEDEME foram mantidos no Biotério Central UNIFESP 
campus Diadema Após o período de acomodação de 10 dias, os animais foram distribuídos 
em grupos experimentais para o tratamento: (1) PBS (tratamento com PBS 1X estéril), (2) EV 
B-1 (tratamento com vesículas extracelulares de células B-1 liberadas após 24 horas) e (3) 
EV B-1 L.A (tratamento com vesículas extracelulares de células B-1 infectadas durante 24 
horas). Depois de 48 horas, os animais foram infectados com o promastigotas de L. (L.) 
amazonensis (Tabela 2).  
Para o tratamento, os animais foram submetidos a injeção subcutânea no dorso da 
pata direita traseira. Foram inoculadas de 107 a 1010 partículas (EVs) diluídas em PBS, tanto 
de EVs de células B-1 como EVs provenientes de células B-1 infectadas com o parasita ambos 
em volume final de 20 µL. No grupo PBS (controle negativo) foi injetado 20 µL de PBS (1X). 
Todo material inoculado nos animais era estéril e o procedimento realizado em fluxo laminar. 
Após 48 horas de inoculação das EVs ou PBS, cada camundongo foi infectado com 
106 promastigotas de L. (L.) amazonensis em volume máximo de 20 µL. A inoculação do 
parasita foi no tecido subcutâneo no dorso da pata direita traseira (mesma pata que foi 
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inoculado o tratamento com EVs). Nos grupos de animais não infectados foram administrados 
com PBS 1X estéril (volume de 20 µL).  
Após a infecção, as patas foram medidas semanalmente durante 8 a 9 semanas 
usando paquímetro. A eutanásia dos animais foi realizada por excesso de anestésico 
(halotano 3 – 5 %) mantendo até a parada cardiorrespiratória. Após eutanásia, as patas foram 
assepticamente removidas dos animais para as análises histopatológicas, quantificação da 
carga parasitária por diluição limitante. 
 
 
Tabela 2. Distribuição dos grupos e tratamento dos animais.  
 
Grupos 1ª inoculação 2ª inoculação 
PBS PBS PBS 
PBS Promastigotas L. (L.) 
amazonensis 
EVs de células B-1 EVs de células B-1 PBS 
EVs de células B-1 Promastigotas L. (L.) 
amazonensis 
EVs de células B-1 
infectadas com L. (L.) 
amazonensis 
EVs de células B-1 
infectadas com L. (L.) 
amazonensis 
PBS 
EVs de células B-1 
infectadas com L. (L.) 
amazonensis 
Promastigotas L. (L.) 
amazonensis 
 
 
3.29 Determinação de carga parasitária por diluição limitante 
Após a remoção das patas dos animais, conforme descrito no item 3.28, as patas 
foram colocadas em placas, individualmente, para pesagem em balança analítica. Depois, foi 
acrescentado 5 mL de meio 199 completo em cada placa e, em seguida, o tecido foi macerado 
com auxílio de uma seringa. Posteriormente, amostras de cada animal foram diluídas (1:50) 
e colocadas em duplicata em placas de cultura (96 poços), e realizada diluição seriada das 
amostras na razão 2. Todas as placas foram incubadas a 27 C e após 10 dias os poços foram 
avaliados microscopicamente para presença da forma promastigota do parasito. A última 
diluição que apresentou uma célula de parasita foi considerada como a diluição limitante (DL). 
48 
 
Este valor foi então dividido pelo peso do fragmento do órgão utilizado para homogenização 
inicial.  
 
3.30 Análise histopatológica 
Dois camundongos representativos de cada grupo foram utilizados para preparação 
das lâminas histológicas. Patas inoculadas com L. (L.) amazonensis, conforme descrito no 
item 3.28, foram fixadas em 10% de formaldeído tamponado com PBS 1X (v/v). Após a 
inclusão em parafina, as amostras foram coradas por hematoxilina e eosina. Secções 
histológicas foram analisadas e fotografadas em microscópio AxioZeiss Imagem.A2 (Zeiss). 
 
3.31 Análises estatísticas 
As análises estatísticas foram realizadas usando o software GraphPad Prism 6.0 (San 
Diego, CA). Teste-t de student foi utilizado para determinar a significância estatística entre 
dois grupos. Para os ensaios in vivo, foi realizada ANOVA de duas vias, seguida de teste 
Kruskal-Wallis ou Bonferroni. Valores de P < 0.05 foram considerados significativos.  
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RESULTADOS 
 
 
4.1 Caracterização morfológica de EVs liberadas por células B-1 infectadas ou 
não com promastigotas de L. (L.) amazonensis 
Inicialmente foram realizados experimentos para avaliar a produção de EVs por células 
B-1 na ausência ou na presença de promastigotas de L. (L.) amazonensis. Todas as etapas 
sequenciais para caracterização morfológica e funcional das vesículas liberadas por células 
B-1 encontram-se sumarizadas na figura que representa o delineamento experimental (Figura 
1). Primeiramente, células B-1 peritoneais de camundongos BALB/c foram purificadas e 
infectadas ou não com promastigotas de L. (L.) amazonensis. O período de 24 horas de 
infecção foi estabelecido por que dados do nosso laboratório mostraram que após 24 horas 
de infecção in vitro, células B-1 apresentaram índice fagocítico significativamente maior que 
macrófagos peritoneais e medulares submetidos a infecção com os parasitas (Geraldo et al., 
2016). O tempo de 48 horas foi adicionado para verificar se essa produção se manteria ao 
longo do tempo.  
As EVs isoladas foram caracterizadas quanto ao tamanho e concentração no 
equipamento Nanosight (NTA). Nas análises de tamanho é possível observar que o estímulo 
de 24 horas levou a perfil de vesículas extracelulares de tamanho entre 70 a 130 nm de 
diâmetro (uma média de 100 nm de diâmetro de partícula), tanto no controle negativo 
(ausência de estímulo, somente meio de cultura), como em células B-1 infectadas com o 
parasita (Figura 2A). Além disso, nota-se que a infecção com o parasita levou a aumento na 
liberação de vesículas extracelulares por células B-1, especialmente aquelas com tamanho 
médio de 100 nm (Figura 2A).  
Já o estímulo de 48 horas mostrou perfil de tamanho de vesículas bastante 
homogêneo nas condições testadas (meio e parasita). Neste tempo, a maior parte da 
população de EVs produzidas apresentou tamanho médio em torno de 100 nm (Figura 2B). 
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Nota-se que neste período (48 horas) a quantidade de EVs dos grupos (vesículas de células 
B-1 e vesículas de células B-1 infectadas) aumentou em relação ao período de 24 horas 
(Figuras 2A e 2B) e manteve-se maior quantidade de vesículas liberadas por células B-1 
infectadas (Figura 2B).  
 A avaliação por microscopia eletrônica de varredura (MEV) permitiu identificar as 
estruturas nomeadas de EVs nas células B-1 não infectadas (Figura 3A e 3B) e infectadas 
(Figura 3C e 3D). Essas imagens confirmaram que existe maior produção das EVs por células 
B-1 infectadas em comparação às não infectadas. Essas vesículas são observadas tanto na 
superfície celular como no sobrenadante (aderidas à lamínula) (Figura 3C e 3D), o que mostra 
um resultado compatível à dosagem por NTA. Além da produção das vesículas, as imagens 
do MEV também demonstraram que alteração morfológica nas células B-1 infectadas, as 
quais se tornaram células espraiadas enquanto as não infectadas permaneceram com sua 
morfologia inicial peritoneal (aparência linfoide).  
 Além das avaliações por NTA e MEV, foi realizada análise por citometria de fluxo para 
alguns marcadores de superfície celular. Foi observado que houve redução significativa na 
expressão da molécula MHC II em EVs provenientes de células B-1 infectadas (1,85% da 
população presente entre 100 a 500 nm) comparadas as EVs de células B-1 não infectadas 
(22,7%) (Figura 4C e 4D). 
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Figura 1 – Fluxograma da metodologia empregada. EVs de células B-1 infectadas ou não 
com promastigotas de L. (L.) amazonensis foram obtidas após infecção in vitro com o 
parasita nos tempos de 24 e 48 horas. As EVs foram caracterizadas quanto a sua morfologia 
e função. Na caracterização morfológica, a população de EVs teve seu tamanho e 
concentração medidos por NTA, aspectos morfológicos visualizados por MEV e identificados 
marcadores de superfície por citometria de fluxo. Na caracterização funcional, o papel de EVs 
foi avaliado in vitro e in vivo. In vitro, o papel das EVs foi testado na ativação de macrófagos 
(de linhagem J774A.1 e medulares de camundongos BALB/c e C57BL/6) por análises de 
expressão e produção de citocinas, expressão gênica de iNOS e avaliação da capacidade 
fagocítica. In vivo, o papel das EVs foi avaliado no curso da infecção por L. (L.) 
amazonensis. Para tanto, camundongos BALB/c foram previamente tratados com EVs de 
células B-1 infectadas ou não com o parasita. Após 48 horas, os animais foram infectados 
com promastigotas de L. (L.) amazonensis. Após a infecção dos animais, a progressão da 
lesão foi acompanhada pela medida semanal das patas (tamanho da lesão) e após a 
eutanásia dos animais foi determinada a carga parasitária e análise histológica do tecido 
parasitado
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Figura 2 - Caracterização de EVs de células B-1 por NTA. Células B-1 peritoneais de 
camundongos BALB/c foram purificadas por colunas magnéticas usando seleção negativa 
com anti-CD23 seguida por seleção positiva com anti-CD19. Depois da purificação, células B-
1 foram mantidas em cultura ou infectadas com promastigotas de L. (L.) amazonensis (MOI 
5) por 24 ou 48 horas. A concentração e o tamanho (diâmetro) das EVs obtidas do 
sobrenadante de células B-1 infectadas ou não com os parasitas cultivadas por (A) 24 ou (B) 
48 horas.  
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Figura 3 – Microfotografias obtidas por microscopia eletrônica de varredura mostrando 
a liberação de EVs por células B-1. Células B-1 peritoneais de camundongos BALB/c foram 
purificadas por colunas magnéticas usando seleção negativa com anti-CD23 seguida por 
seleção positiva com anti-CD19. Depois da purificação, células B-1 foram infectadas ou não 
com promastigotas de L. (L.) amazonensis (MOI 5) por 24 horas. (A e B) Células B-1 não 
infectadas e (C e D) células B-1 infectadas por 24 horas com o parasita. Setas brancas 
indicam as EVs liberadas pelas células B-1.  
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Figura 4 – Marcação de MHC II em EVs liberadas por células B-1. (A) Microbeads, (B) EVs 
de células B-1 sem marcação, (C) EVs de células B-1 marcadas com anticorpo MHC II e (D) 
EVs de células B-1 infectadas com promastigotas de L. (L.) amazonensis marcadas com 
anticorpo. 
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4.2 Avaliação do efeito de EVs produzidas por células B-1 em macrófagos da 
linhagem J774A.1 
Após verificar que células B-1 são capazes de liberar vesículas extracelulares foi 
avaliado o efeito dessas partículas sobre a ativação de macrófagos da linhagem J774A.1. 
Para esta análise, células B-1 peritoneais de camundongos BALB/c foram obtidas, purificadas 
e infectadas ou não com promastigotas de L. (L.) amazonensis, por 24 ou 48 horas. As EVs 
obtidas foram usadas para estimular macrófagos da linhagem J774A.1 (background BALB/c) 
por 48 horas. Depois do tratamento, os seguintes parâmetros foram analisados: perfil de 
expressão de citocinas anti e pró-inflamatórias, avaliação da capacidade fagocítica e 
expressão gênica das enzimas ARG e iNOS. 
As expressões relativas dos genes TNF-α, IL-6 e IL-10 foram determinadas por qRT-
PCR. Nos ensaios de amostras submetidas ao estímulo com vesículas extracelulares obtidas 
a partir de 24 horas de cultura, a análise de expressão gênica dos genes TNF-α, IL-6 e IL-10 
mostrou que houve aumento significativo destas citocinas em macrófagos J774A.1 
estimuladas com vesículas provenientes de células B-1 infectadas, em comparação os 
macrófagos estimulados com vesículas de células B-1 não infectadas (P=0,0111; P=0,0142 e 
P=0,0346, respectivamente) (Figura 5A).  
Nos macrófagos J774A.1 tratados com EVs provenientes de culturas de 48 horas, 
notou-se aumento mais pronunciado e significativo na expressão das citocinas TNF-α, IL-6 e 
IL-10 em células que foram tratadas com EVs de células B-1 infectadas quando comparadas 
as EVs provenientes das culturas de células B-1 não infectadas (P≤ 0,0001) (Figura 5B). 
Assim, EVs de células B-1 infectadas por 24 ou 48 horas promoveram aumento na produção 
de citocinas anti-inflamatória (IL-10) e pró-inflamatórias (IL-6 e TNF-α) em macrófagos 
J774A.1, sugerindo que possivelmente essas partículas contribuem no curso da infecção, 
alterando o estado de ativação dos macrófagos.  
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Figura 5 - Expressão gênica de citocinas em células J774A.1. Expressão gênica dos 
transcritos TNF-α, IL-6 e IL-10 em células da linhagem J774A.1 após 48 horas de tratamento 
com EVs de células B-1. Células B-1 foram purificadas das cavidades peritoneais de 
camundongos BALB/c e infectadas in vitro com promastigotas de L. (L.) amazonensis (MOI 5) 
por 24 ou 48 horas para a obtenção de EVs. Posteriormente, macrófagos da linhagem J774A.1 
foram estimulados durante 48 h com EVs provenientes de células B-1 mantidas em cultura 
por (A) 24 e (B) 48 horas. As barras representam a média das triplicatas e as barras de erro 
o desvio padrão Teste t-student controle B-1 versus B-1 infectada, * P<0,05, **P<0,01 e 
***P=0,0001 e ****P<0,0001. Os gráficos são representativos de dois experimentos 
independentes. 
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Além das citocinas, o perfil de expressão das enzimas ARG e iNOS também foi 
avaliado por qRT-PCR. Nos ensaios, os macrófagos de linhagem J774A.1 submetidos ao 
tratamento com EVs provenientes de células B-1 infectadas (tanto aquelas obtidas do 
sobrenadante das culturas mantidas por 24 horas quanto aquelas das culturas de 48 horas) 
apresentaram aumento significativo de iNOS em relação ao seu controle (tratamento com EV 
de células B-1 não infectadas). No entanto, o aumento foi mais pronunciado, quando os 
macrófagos J774A.1 foram tratados com EVs de células B-1 infectadas por 48 horas (Figura 
6). O gene ARG não amplificou em nenhuma das condições testadas (dados não mostrados). 
A capacidade fagocítica dos macrófagos J774A.1 após tratamento com EVs de células 
B-1 também foi avaliada. Os macrófagos foram tratados por 48 horas com EVs de células B-
1. Após estímulo, as células foram infectadas com promastigotas de L. (L.) amazonensis (MOI 
5). Os resultados apresentados demonstraram que EVs provenientes de células B-1 de 
camundongos BALB/c co-cultivadas por 48 horas com o parasita levaram a aumento 
significativo no índice fagocítico dos macrófagos J744A.1, em comparação ao controle (EVs 
de células B-1 não infectadas) (P = 0,0040). Já as EVs produzidas em 24 horas, não induziram 
mudança significativa no índice fagocítico dos macrófagos tratados (Figura 7). 
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Figura 6. Expressão gênica de iNOS em células J774A.1. Expressão relativa de mRNA da 
enzima iNOS em macrófagos de linhagem J774A.1 após 48 h de tratamento com EVs de 
células B-1. Células B-1 foram purificadas das cavidades peritoneais de camundongos 
BALB/c e in vitro infectadas com promastigotas de L. (L.) amazonensis (MOI 5) por 24 ou 48 
horas. Posteriormente, macrófagos da linhagem J774A.1 foram estimulados durante 48 h com 
EVs de 24 (esquerda) ou 48 horas (direita) provenientes de células B-1 infectadas ou não. 
Depois do estímulo, o RNA foi extraído e a expressão de iNOS foi determinada por qRT-PCR. 
Barras representam a triplicata, e erros das barras denotam o desvio padrão. Dados são 
representativos de três experimentos independentes. Análise estatística com teste T-student 
(**P = 0,0011; ****P<0,0001). 
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Figura 7 - Índice fagocítico em células J774A.1. Índice fagocítico de macrófagos da 
linhagem J774A.1 tratados com EVs de células B-1. Células B-1 foram purificadas das 
cavidades peritoneais de camundongos BALB/c e infectadas in vitro por 24 ou 48 h com 
promastigotas de L. (L.) amazonensis. Posteriormente, macrófagos da linhagem J774A.1 
foram estimulados durante 48 h com EVs de 24 (esquerda) ou 48 horas (direita) provenientes 
de células B-1 infectadas ou não com o parasita. Após o tratamento, macrófagos foram 
infectados com promastigotas de L. (L.) amazonensis por 24 h (MOI 5). As células foram 
coradas com hematoxilina-eosina e o índice fagocítico foi calculado. Barras representam a 
média da triplicata, e os erros das barras denotam o desvio padrão. Dados são representativos 
de três experimentos independentes. Análise estatística com teste T-student (**P = 0,0040, 
comparado ao respectivo controle 
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4.3 Efeito de EVs de células B-1 em macrófagos medulares provenientes de 
camundongos da linhagem BALB/c e C57BL/6 
Macrófagos provenientes da medula óssea (macrófagos medulares) de camundongos 
BALB/c e C57BL/6 foram estimulados com EVs de células B-1 das respectivas linhagens e 
avaliados com os seguintes parâmetros: produção de citocinas anti e pró-inflamatórias, 
capacidade fagocítica e avaliação da expressão gênica das enzimas ARG e iNOS. A avaliação 
e procedimentos empregados foram realizados conforme descrito para macrófagos J774A.1.  
O perfil de expressão de macrófagos medulares de animais BALB/c estimulados por 
EVs de 24 horas mostrou aumento significativo nos genes IL-6 e IL-10 (P = 00014; P = 0,0006, 
respectivamente), mas não de TNF-α, em relação ao estímulo de EVs de células B-1 não 
infectadas (Figura 8A). Quando macrófagos medulares foram tratados com EVs de 48 horas, 
houve aumento significativo na expressão de TNF-α, IL-6 e IL-10 (P<0,0001; P = 0,0005 e 
P<0,0001, respectivamente), em comparação ao grupo controle (EVs de células B-1 não 
infectadas) (Figura 8B).  
Macrófagos medulares de animais C57BL/6 estimulados por EVs de células B-1 
cultivadas por 24 horas apresentaram aumento significativo no gene TNF-α (P = 0,0008) e 
diminuição de IL-10 (P = 0,0044), em relação aos macrófagos tratados com EVs de células 
não infectadas (Figura 9A). Não houve diferença na expressão de IL-6 (Figura 8A). Já os 
macrófagos tratados por EVs de células B-1 infectadas com o parasita por 48 horas 
apresentaram redução significativa de TNF-α (P = 0,0006) e aumento tanto na expressão de 
IL-6 (P = 0,0072) como do gene IL-10 (P = 0,0044) comparando com seus respectivos 
controles (Figura 9B).  
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Figura 8 – Expressão gênica de citocinas em macrófagos provenientes de 
camundongos BALB/c. Expressão relativa de mRNA das citocinas TNF-α, IL-6 e IL-10 em 
macrófagos medulares de camundongos BALB/c após 48 h de tratamento com EVs de células 
B-1. Células B-1 foram purificadas das cavidades peritoneais de camundongos BALB/c e 
infectadas in vitro com promastigotas de L. (L.) amazonensis (MOI 5) por 24 ou 48 horas. 
Posteriormente, macrófagos medulares foram estimulados durante 48 h com EVs de células 
B-1 infectadas ou não com o parasita. Após estímulo, o RNA foi extraído e a expressão de 
TNF-α, IL-6 e IL-10 foi determinada por qRT-PCR. (A) Tratamento de macrófagos com EVs 
provenientes de culturas de células B-1 mantidas por 24 horas na presença ou ausência do 
parasita. (B) Tratamento de macrófagos com EVs provenientes de culturas de células B-1 
mantidas por 48 horas na presença ou ausência do parasita. Barras representam a triplicata, 
e erros das barras denotam o desvio padrão. Dados são representativos de três experimentos 
independentes. Análise estatística com teste T-student (***P = 0,0005 e ****P<0,0001). 
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Figura 9 – Expressão gênica de citocinas em macrófagos de camundongos C57BL/6. 
Expressão relativa de mRNA das citocinas TNF-α, IL-6 e IL-10 em macrófagos medulares de 
camundongos C57BL/6 após 48 h de tratamento com EVs de células B-1. Células B-1 foram 
purificadas das cavidades peritoneais de camundongos C57BL/6 e infectadas in vitro com 
promastigotas de L. (L.) amazonensis (MOI 5) por 24 ou 48 horas. Posteriormente, 
macrófagos medulares foram estimulados durante 48 h com EVs de células B-1 infectadas ou 
não com o parasita. Após estímulo, o RNA foi extraído e a expressão de TNF-α, IL-6 e IL-10 
foi determinada por qRT-PCR. (A) Tratamento de macrófagos com EVs provenientes de 
culturas de células B-1 mantidas por 24 horas na presença ou ausência do parasita. (B) 
Tratamento de macrófagos com EVs provenientes de culturas de células B-1 mantidas por 48 
horas na presença ou ausência do parasita. Barras representam a triplicata, e erros das barras 
denotam o desvio padrão. Dados são representativos de três experimentos independentes. 
Análise estatística com teste T-student (***P = 0,0005 e ****P<0,0001). 
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Estudos preliminares foram realizados para avaliar expressão das citocinas usando o 
método de ELISA. Neste procedimento, o sobrenadante das culturas foi utilizado. Macrófagos 
medulares de camundongos BALB/c que foram tratados por EVs de células B-1 infectadas 
por 24 horas apresentaram aumento significativo na citocina TNF-α quando comparado ao 
controle (EVs de células B-1 não infectadas) (P = 0,0303). Não houve diferença significativa 
para as citocinas IL-6 e IL-10 (Figura 10A). Já macrófagos medulares que foram tratatos por 
EVs de células B-1 infectadas durante 48 horas apresentaram aumento significativo na 
produção das três citocinas TNF-α, IL-6 e IL-10 (P = 0,0068; P = 0,0014 e P= 0,0022, 
respectivamente) quando comparado ao controle (EVs de células B-1 não infectadas) (Figura 
10B).  
Quando macrófagos medulares de camundongos C57BL/6 foram estimulados por EVs 
de células B-1 cultivadas por 24 horas, houve aumento significativo de IL-6 (Figura 11A). Não 
houve diferença em nenhuma das citocinas avaliadas quando foram utilizadas EVs 
provenientes de cultura de células B-1 cultivadas por 48 horas na presença ou ausência dos 
parasitas (Figura 11B). 
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Figura 10 - Quantificação por ELISA de citocinas produzidas por macrófagos de 
camundongos BALB/c. Avaliação por ELISA das citocinas TNF-α, IL-6 e IL-10 em 
macrófagos medulares de camundongos BALB/c após 48 h de tratamento com EVs de células 
B-1. Células B-1 foram purificadas das cavidades peritoneais de camundongos BALB/c e 
infectadas in vitro com promastigotas de L. (L.) amazonensis (MOI 5) por 24 ou 48 horas. 
Posteriormente, os macrófagos medulares foram estimulados durante 48 h com EVs de 
células B-1 infectadas ou não com o parasita. Depois do estímulo, o sobrenadante foi coletado 
para detecção de citocinas por ELISA-kit. (A) Tratamento de macrófagos com EVs 
provenientes de culturas de células B-1 mantidas por 24 horas na presença ou ausência do 
parasita. (B) Tratamento de macrófagos com EVs provenientes de culturas de células B-1 
mantidas por 48 horas na presença ou ausência do parasita. Barras representam a triplicata, 
e erros das barras denotam o desvio padrão. Dados são representativos de três experimentos 
independentes. 
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Figura 11 – Quantificação por ELISA de citocinas produzidas por macrófagos de 
camundongos C57BL/6. Avaliação por ELISA das citocinas TNF-α, IL-6 e IL-10 em 
macrófagos medulares de camundongos C57BL/6 após 48 h de tratamento com EVs de 
células B-1. Células B-1 foram purificadas das cavidades peritoneais de camundongos 
BALB/c e infectadas in vitro com promastigotas de L. (L.) amazonensis (MOI 5) por 24 ou 48 
horas. Posteriormente, os macrófagos medulares foram estimulados durante 48 h com EVs 
de células B-1 infectadas ou não com o parasita. Depois do estímulo, o sobrenadante foi 
coletado para detecção de citocinas por ELISA-kit. (A) Tratamento de macrófagos com EVs 
provenientes de culturas de células B-1 mantidas por 24 horas na presença ou ausência do 
parasita. (B) Tratamento de macrófagos com EVs provenientes de culturas de células B-1 
mantidas por 48 horas na presença ou ausência do parasita. Barras representam a triplicata, 
e erros das barras denotam o desvio padrão. Dados são representativos de três experimentos 
independentes 
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A avaliação da expressão dos genes ARG e iNOS foi realizada por qRT-PCR. Para 
macrófagos medulares provenientes de camundongos BALB/c, não houve alteração na 
expressão de iNOS em macrófagos estimulados com EVs de células B-1 cultivadas por 24 
horas na presença ou ausência dos parasitas (Figura 12A). Contudo, observou-se diminuição 
significativa de iNOS nos macrófagos tratados com EVs de células B-1 infectadas por 48 
horas, quando comparado ao controle (EVs de células B-1 não infectadas) (P = 0,0134) 
(Figura 12A).  
Para macrófagos medulares provenientes de camundongos C57BL/6, a expressão de 
iNOS, reduziu significamente após o tratamento com EVs de células B-1 infectadas por 24 
horas (P = 0,0318) (Figura 12B). Por outro lado, macrófagos tratados com EVs de células B-
1 infectadas durante 48 horas com promastigotas de L. (L.) amazonensis apresentaram 
aumento na expressão de iNOS (P < 0,0001), quando comparados ao respectivo controle 
(macrófagos tratados com EVs de células B-1 não infectadas) (Figura 12B). 
A expressão do gene ARG não foi detectada em nenhuma das condições testadas e 
em nenhuma das linhagens de macrófagos utilizadas (dados não apresentados). 
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Figura 12 – Expressão gênica de iNOS em macrófagos provenientes de camundongos 
BALB/c e C57BL/6. Expressão relativa de mRNA da enzima iNOS em macrófagos medulares 
de camundongos BALB/c e C57BL/6 após 48 h de tratamento com EVs de células B-1. Células 
B-1 foram purificadas das cavidades peritoneais e infectadas in vitro por 24 ou 48 h com 
promastigotas de L. (L.) amazonensis. Posteriormente, macrófagos medulares foram 
estimulados durante 48 h com EVs de células B-1 infectadas ou não com o parasita. Depois 
do estímulo, RNA foi extraído e a expressão de iNOS foi determinada por qRT-PCR. (A) 
Tratamento de macrófagos com EVs provenientes de culturas de células B-1 de camundongos 
BALB/c. (B) Tratamento de macrófagos com EVs provenientes de culturas de células B-1 de 
camundongos C57BL/6. Barras representam a triplicata, e erros das barras denotam o desvio 
padrão. Dados são representativos de três experimentos independentes. Análise estatística 
com teste T-student (*P = 0,0318 e ****P<0,0001), comparado com respectivo controle. 
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A capacidade fagocítica de macrófagos medulares tratados com EVs de células B-1 
foi também avaliada. A Figura 13 mostra que macrófagos de camundongos BALB/c não 
apresentaram diferenças significativas no índice fagocítico após tratamento com EVs de 
células B-1, tanto aquelas EVs obtidas de culturas de 24 horas quanto às coletadas após 48 
horas de cultura (Figura 13A). 
Macrófagos medulares provenientes de camundongos C57BL/6 apresentaram maior 
índice fagocítico tanto na presença de EVs de células B-1 infectadas por 24 horas quanto 
naquelas obtidas após 48 horas de infecção, em comparação aos respectivos grupos controle 
(macrófagos tratados com EVs de células B-1 não infectadas) (P = 0,0009 e P = 0,0094, 
respectivamente) (Figura 13B).  
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Figura 13 – Capacidade fagocítica de macrófagos de camundongos BALB/c e C57BL/6. 
Índice fagocítico de macrófagos medulares provenientes de camundongos BALB/c e C57Bl/6 
tratados com EVs de células B-1. Células B-1 foram purificadas das cavidades peritoneais e 
infectadas in vitro por 24 ou 48 h com promastigotas de L. (L.) amazonensis. Posteriormente, 
macrófagos medulares foram estimulados durante 48 h com EVs de células B-1 infectadas ou 
não com o parasita. Após tratamento, macrófagos foram infectados com promastigotas de L. 
(L.) amazonensis por 24 h (MOI 5). As células foram coradas com hematoxilina-eosina e o 
índice fagocítico foi calculado, conforme descrito em material e métodos. (A) Tratamento de 
macrófagos com EVs provenientes de culturas de células B-1 de camundongos BALB/c. (B) 
Tratamento de macrófagos com EVs provenientes de culturas de células B-1 de camundongos 
C57BL/6. Barras representam a média da triplicata, e os erros das barras denotam o desvio 
padrão. Dados são representativos de três experimentos independentes. Análise estatística, 
teste T-student. 
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4.4 Papel das EVs de células B-1 na progressão da infecção experimental em 
camundongos BALB/c  
Os dados obtidos na avaliação in vitro do efeito de EVs de células B-1 na modulação 
de macrófagos levaram a outros questionamentos, em especial se essas EVs poderiam 
influenciar o curso da infecção experimental por L. (L.) amazonensis. Para essa análise, 
animais foram pré-tratados subcutaneamente com EVs provenientes de células B-1 infectadas 
ou não com os parasitas. Animais controles foram inoculados com PBS. Após dois dias, os 
camundongos foram desafiados com promastigotas de L. (L.) amazonensis e a progressão 
da lesão avaliada semanalmente. Foi observada redução significativa no tamanho da lesão a 
partir da 8ª semana, nos grupos dos animais tratados com EVs de células B-1 em comparação 
ao grupo controle (camundongos tratados com PBS e posteriormente infectados) (Figura 
14A).  
Após 9 semanas, os animais foram eutanasiados e a carga parasitária das patas foi 
avaliada por diluição limitante. Na análise da carga parasitária, o grupo tratado com vesículas 
provenientes de células B-1 não infectadas (EV B-1) apresentou redução significativa no 
número de parasitas/g em comparação ao grupo controle (L.A) (**P ≤ 0,001) e ao grupo dos 
animais tratados com EVs provenientes de células B-1 infectadas (EV B-1 L.A) (*P < 0,05) 
(Figura 14B).  
Diferenças no processo inflamatório e na carga parasitária foram também observadas 
nas análises histológicas do tecido, mostrando que animais tratados com EVs de células B-1 
não infectadas apresentam maior preservação tecidual, além de possuir menor carga 
parasitária e infiltrado celular (Figura 15). Animais tratados com EVs provenientes de células 
B-1 infectadas apresentaram padrão intermediário de carga parasitária e infiltrado 
inflamatório.  
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Figura 14 – Avaliação da progressão da lesão e da carga parasitária em animais tratados 
com Evs provenientes de células B-1. (A) Desenvolvimento das lesões na pata de 
camundongos BALB/c tratados com EVs de células B-1 infectadas ou não e posteriormente 
infectados com 1×106 promastigotas de L. (L.) amazonensis. O tamanho das lesões foi 
avaliado semanalmente por 9 semanas. O gráfico mostra a medida do tamanho da pata onde 
cada ponto é representativo da média das medidas de 8 animais para cada um dos grupos. 
ANOVA, seguido de Bonferroni. **** P < 0,0001, quando comparados ao grupo L.A. Os dados 
são representativos de dois experimentos independentes. (B) Avaliação da carga parasitária 
por diluição limitante. Camundongos BALB/c foram tratados com EVs de células B-1 
infectadas ou não e posteriormente infectados com 1×106 promastigotas de L. (L.) 
amazonensis. Após 9 semana, as patas foram assepticamente removidas e a suspensão 
celular diluída em microplacas na razão 2. Após 7 dias a presença da forma promastigota do 
parasita foi avaliada por observação microscópica. Foram utilizados 6 animais em cada grupo 
experimental. Os resultados são representativos de dois experimentos independentes. Barras 
representam a média da triplicata, e os erros das barras denotam o desvio padrão. Dados são 
representativos de três experimentos independentes. Análise estatística, ANOVA duas-vias 
seguido por Kruskal-Wallis, * P < 0,05, quando foram comparados os grupos EV B-1 e EV B-
1 L.A e ** P = 0,0022, quando comparados ao grupo L.A  
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Figura 15 – Análise histológica das lesões das patas de camundongos BALB/c. Análise 
histológica das lesões de pata de camundongos BALB/c tratados com EVs de células B-1 
infectadas ou não e, posteriormente, infectados por 9 semanas com 1×106 promastigotas de 
L. (L.) amazonensis. A. grupo PBS (camundongos tratados com PBS e não infectados), B. 
grupo L.A (camundongos tratados com PBS e infectados), C. grupo EV B-1 (camundongos 
tratados com EVs de células B-1 não infectadas e posteriormente infectados) e D. grupo EV 
B-1 L.A (camundongos tratados com EVs de células B-1 infectadas e posteriormente 
infectados). Coloração – hematoxilina-eosina (HE). As flechas indicam a presença do parasita 
no vacúolo parasitófago. Aumento de 1000 X vezes (direita). Setas pretas indicam a forma 
amastigota do parasita e asteriscos indicam as regiões de infiltrado celular. 
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5. DISCUSSÃO 
Células B-1 podem modular a resposta imunológica por produzir grandes quantidades 
de IL-10 e IgM (O’Garra et al., 1992). Estímulos, infecciosos ou não, podem alterar essa 
produção e assim modular a imunidade. Mussalem et al. (2012) demostraram aumento 
significativo da produção da citocina IL-10 pelas células B-1 após estímulo com componentes 
de Propionibacterium acnes. A fagocitose in vivo de promastigotas de L. (L.) amazonensis 
também levaram a aumento na produção de IL-10 pelas células B-1 (Geraldo et al., 2016). 
Além disso, também já foi demonstrado que a produção de IL-10 pelas células B-1 pode levar 
a imunossupressão de macrófagos peritoneais murinos e contribuir para diminuição da 
capacidade microbicida dessas células (Popi et al., 2004). Todas essas observações sugerem 
que células B-1 respondem após estímulo, mas ainda não foi demonstrado se essas células 
liberam EVs espontaneamente e/ou sob estímulo e o papel dessas EVs sobre outras células 
do sistema imunológico.  
As vesículas extracelulares (EVs) obtiveram grande importância no campo da 
imunologia devido, principalmente, à sua capacidade de levar sinalização e transferência de 
biomoléculas (comunicação) entre as células do sistema imunológico (revisado por Yáñez-
Mó, et al., 2015 e van der Pol, et al., 2012). EVs podem carrear as diferentes categorias de 
biomoléculas: proteínas, lipídios, ácidos nucleicos (principalmente micro-RNA) e açúcares, 
fornecendo assim um meio de comunicação único que permite o carreamento simultâneo de 
múltiplos sinalizadores. Adicionalmente, a comunicação por EVs dispensa o contato célula-
célula e permite que a mensagem seja levada também para locais remotos de sua origem 
(revisado por Théry et al., 2002, Qin e Xu, 2014 e Yáñez-Mó et al., 2015). EVs liberadas por 
células do sistema imunológico e células que não compõem o sistema imunológico participam 
da regulação da resposta imunológica. Devido a esta propriedade, aplicações terapêuticas 
baseadas em vesículas já estão sendo testadas clinicamente para o tratamento de doenças 
inflamatórias, autoimunes e câncer (revisado em Robbins et al., 2014). Portanto, estudar EVs 
liberadas por células do sistema imunológico e o impacto dessas EVs sobre outras células e 
sua função na imunidade, em especial para células ainda pouco estudadas como células B-
74 
 
1, pode trazer informações importantes e relevantes sobre a imunidade e sua aplicação em 
várias doenças.  
Nossos resultados mostraram que células B-1 liberam espontaneamente EVs e o 
estímulo com o parasita L. (L.) amazonensis levou a aumento dessa produção, principalmente 
em EVs com tamanho característico de exossomos (100 nm). Embora a composição dessas 
EVs ainda não tenha sido completamente caracterizada, as análises de citometria de fluxo 
deste trabalho mostraram que EVs espontaneamente liberadas por células B-1 carreiam 
moléculas MHC II. Interessantemente, após o estímulo com o parasita, EVs liberadas pelas 
células B-1 diminuíram a expressão dessas moléculas, sugerindo que o parasita pode estar 
modulando a expressão de MHC classe II nas vesículas. Diversos estudos mostraram que L. 
(L.) amazonensis modula expressão de moléculas MHC II reduzindo a sua expressão em 
macrófagos infectados (Costa et al., 2018; Courret et al., 2001). 
A ação de EVs provenientes de células B-1 sobre macrófagos murinos demonstraram 
que EVs provenientes de células B-1 infectadas atuaram de maneira diferente na expressão 
de citocinas pró e anti-inflamatórias, expressão de iNOS e fagocitose, em relação as EVs 
produzidas por células B-1 não infectadas. Ainda, EVs produzidas após 24 horas de cultivo 
na presença ou ausência do parasita mostraram também efeitos diferentes daquelas liberadas 
após 48 horas sob as mesmas condições. Estes dados sugerem fortemente que houve 
alteração na composição entre as EVs produzidas por células B-1 infectadas ou não, como 
também na composição de EVs produzidas por células B-1 após 24 e 48 horas de contato 
com promastigotas de L. (L.) amazonensis. Hassani et al., (2013) mostraram que exossomos 
liberados por macrófagos infectados com L. (L.) mexicana apresentaram alterações na sua 
composição, em comparação a exossomos de macrófagos não infectados. Neste estudo, 
GP63 foi a única proteína do protozoário identificada nos exossomos. Essa alteração na 
composição dos exossomos também refletiu o perfil de ativação de MAPKs de macrófagos 
naïves estimulados com exossomos provenientes de macrófagos infectados pelo parasita em 
relação aos não infectados (Hassani et al., 2013). Esses dados demonstram que células 
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infectadas por Leishmania podem alterar a composição das EVs liberadas e, assim, influenciar 
a reposta de células estimuladas com essas vesículas. 
Esta hipótese foi confirmada por Cronemberger-Andrade et al. (2014) os quais 
mostraram que vesículas extracelulares liberadas por macrófagos de camundongos BALB/c 
infectados por promastigotas de L. (L.) amazonensis modularam macrófagos naïves de 
origem medular para um perfil pró-inflamatório, em comparação a vesículas liberadas por 
macrófagos não infectados. Similarmente, macrófagos infectados com Mycobacterium bovis 
(BCG) também produziram vesículas extracelulares com a capacidade de levar a respostas 
pró-inflamatórias tanto in vitro quanto in vivo (Bhatnagar et al., 2007). Outros patógenos como 
Mycobacterium tuberculosis, Salmonella typhimurium e Toxoplasma gondii também foram 
usados na infecção de macrófagos e as EVs produzidas pelas células infectadas estimularam, 
in vitro, respostas pró-inflamatórias. No caso do Mycobacterium tuberculosis, as vesículas 
liberadas pelos macrófagos infectados estimularam produção de fator de necrose tumoral 
(TNF-α) e IL-12 por macrófagos naives (Bhatnagar et al., 2007).  
Nossos dados demonstraram que nos ensaios com macrófagos da linhagem J774A.1 
que foram tratados com EVs de células B-1 infectadas houve aumento da expressão de TNF-
α, IL-6 e IL-10, sendo que esse perfil se manteve tanto para EVs produzidas em 24 como em 
48 horas. Além disso, a expressão gênica de iNOS também sofreu aumento tanto nos 
estímulos com EVs de 24 quanto de 48 horas, porém a capacidade fagocítica só aumentou 
com o estímulo de EVs liberadas em 48 horas de infecção. Estes dados sugerem que células 
J774A.1 foram muito sensíveis ao tratamento com EVs provenientes de células B-1 infectadas 
com o parasita, alterando a expressão de citocinas pró (TNF-α e IL-6) e anti-inflamatórias (IL-
10), iNOS e a capacidade fagocítica.  
Todos os experimentos realizados com macrófagos de linhagem também foram 
realizados com culturas primárias de macrófagos de origem medular tanto de camundongos 
BALB/c quanto C57BL/6. Essas linhagens de camundongos são amplamente utilizadas em 
estudos com os parasitas Leishmania devido a suas respostas contrastantes à infecção. 
Camundongos BALB/c são muito vulneráveis à infecção por L. (L.) amazonensis enquanto 
76 
 
que animais C57BL/6 não desenvolvem infecção crônica, já que após desenvolver a lesão 
inicial os animais resolvem a infecção pelo parasita em poucas semanas (McMahon-Pratt et 
al., 2004). Em resposta a infecção por L. (L.) amazonensis, camundongos BALB/c apresentam 
um padrão de resposta Th2, porém a resistência de camundongos C57BL/6 não parece estar 
totalmente ligada ao perfil Th1, como esperado (Afonso e Scott, 1993). Probst et al. (2012) 
mostraram que macrófagos de animais C57BL/6 infectados com promastigotas de L. (L.) 
amazonensis aumentaram a expressão de genes relacionados ao controle da infecção, 
sugerindo que as células desses animais conseguem responder com mecanismos efetores 
celulares frente à infecção. Logo, as diferenças genéticas dessas duas linhagens poderiam 
também levar a diferenças na composição e funcionalidade das EVs produzidas pelas células 
B-1.  
Os resultados da ativação de macrófagos medulares de camundongos BALB/c e 
C57BL/6, estimulados com vesículas extracelulares provenientes de células B-1 da linhagem 
relacionada, mostraram que as respostas não caracterizaram perfis exclusivamente de 
suscetibilidade ou resistência, respectivamente. Macrófagos medulares originados de 
camundongos BALB/c tiveram seu perfil de citocinas semelhantes aos macrófagos de 
linhagem J774A.1 (background BALB/c): EVs de células B-1 infectadas por 24 horas levaram 
a aumento na expressão de IL-6 e IL-10, mas sem alteração para o gene TNF-α. Já a 
expressão em macrófagos medulares tratados com EVs de 48 horas mostrou aumento mais 
evidente, assim como ocorrido em macrófagos de linhagem J774A.1. Por outro lado, 
macrófagos medulares da linhagem C57BL/6 tiveram sua expressão gênica diferente 
conforme o estímulo. No tratamento com EVs de células B-1 infectadas por 24 horas, houve 
aumento da expressão das citocinas inflamatórias TNF-α e IL-6 enquanto que IL-10 foi quase 
totalmente suprimida. Porém, nas células tratadas com EVs de células B-1 infectadas por 48 
horas houve aumento da expressão de IL-10 enquanto a transcrição de TNF-α foi diminuída.  
As citocinas IL-10, TNF-α e IL-6 são citocinas importantes no ambiente inflamatório 
causado pela infecção com Leishmania spp. TNF-α, juntamente com INF-γ, são citocinas pró-
inflamatórias responsáveis pelo controle da infecção (Liew et al., 1990;Maspi et al 2016; 
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Fromm et al., 2016). No entanto, a produção exacerbada dessas citocinas é responsável 
também pelo dano tecidual no processo inflamatório. Em contrapartida, a IL-10 e TGF-β são 
citocinas anti-inflamatórias responsáveis por suprimir a resposta imune e diminuindo assim o 
dano tecidual e os níveis de citotoxicidade mediado principalmente pelas células T CD8+ 
(Couper et al., 2008; Scott e Novais, 2016). Apesar de existir esse balanço entre citocinas pró 
e anti-inflamatórias, muitos microrganismos patogênicos são capazes de alterar esse 
equilíbrio a fim de promover sua sobrevivência e evasão das respostas do sistema 
imunológico (Schmid-Hempel, 2008). Entre esses patógenos, Leishmania pode contribuir para 
a exacerbação da doença tanto pela a ativação como supressão de citocinas pró e/ou anti-
inflamatórias (Arango, et al., 2014; Bertholet et al., 2003). A exemplo dessa modulação, 
Antonelli et al., (2005) mostrou que pacientes com lesões maiores apresentaram altos níveis 
de TNF-α e INF-γ apesar da presença de IL-10. Portanto, um equilíbrio na resposta com a 
presença de citocinas tanto inflamatório como anti-inflamatórias parece ser um dos fatores 
que contribuem para a contenção de resposta prejudicial ao hospedeiro.  
Outros ensaios de funcionalidade foram realizados para caracterizar melhor o papel 
das EVs de células B-1. Macrófagos medulares provenientes de camundongos BALB/c 
apresentaram redução significativa na transcrição do gene iNOS quando tratados com EVs 
de células B-1 infectadas durante 48 horas. Essa redução também foi vista em macrófagos 
medulares de C57BL/6 tratados com EVs de células B-1 de 24 horas, no entanto quando os 
macrófagos de animais C57BL/6 foram submetidos às EVs de células B-1 infectadas por 48 
horas a expressão de iNOS teve aumento significativo. O aumento de transcritos de iNOS 
sugere que a ativação dos macrófagos da linhagem C57BL/6 é mais adequada para o controle 
e/ou eliminação do parasita, porém esse fato ainda precisa ser melhor investigado. Balestieri 
et al. (2002) mostraram que a neutralização das citocinas IL-10, IL-4 e TGF-β por anticorpos 
não levou a aumento na produção de NO indicando que essas citocinas não contribuem com 
a inibição da síntese de NO ocasionada pelo próprio parasita L. (L.) amazonensis. Entretanto, 
a eliminação efetiva do protozoário L. (L.) amazonensis parece não estar ligada somente a 
síntese de NO, mas também a produção de ânion superóxido (Mukbel et al., 2007).  
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Com relação à capacidade fagocítica das células tratadas com EVs, houve aumento 
significativo em macrófagos de linhagem J774A.1 tratados com EVs de 48 horas, mas 
nenhuma alteração no índice fagocítico de macrófagos medulares de camundongos BALB/c 
foi detectada. Já macrófagos medulares de animais da linhagem C57BL/6 tratados com EVs 
de células B-1 infectadas por 24 ou 48 horas induziram aumento na capacidade fagocítica.  
Considerando que células B-1 estimuladas com o parasita liberaram EVs capazes de 
alterar a produção de citocinas nos macrófagos aqui avaliados, tornou-se inevitável avaliar o 
papel dessas EVs no curso da infecção. Nossos resultados mostraram que o pré-tratamento 
de camundongos BALB/c com EVs de células B-1 infectadas ou não com promastigotas de L. 
(L.) amazonensis contribuíram para o controle da infecção experimental por Leishmania. 
Gonzaga et al. (2018) mostraram que células B-1 participam da resistência à infecção 
experimental por L. (L.) amazonensis. Camundongos XID (deficientes em células B-1) 
apresentaram maior suscetibilidade à infecção por L. (L.) amazonensis em comparação a 
camundongos BALB/c infectados. A transferência adotiva de células B-1 para camundongos 
XID promoveu diminuição da carga parasitária em comparação ao controle (camundongos 
XID). Embora ainda não completamente elucidados, os mecanismos envolvidos com essa 
proteção podem estar relacionados também com as vesículas extracelulares. EVs de células 
B-1 infectadas estimularam em macrófagos o aumento da expressão de citocinas IL-6 e IL-10 
em relação as EVs liberadas por células não infectadas. IL-6 pode promover o aumento do 
recrutamento de fagócitos (Matte e Olivier 2002), o que justificaria porque animais tratados 
com EVs de células B-1 infectadas tem maior infiltrado celular e edema (tamanho da lesão) 
em comparação a animais tratados com EVs provenientes de células B-1 não infectadas. IL-
10 pode estar ao melhor controle da resposta inflamatória, favorecendo uma resposta mais 
controlada.  
Em resumo, células B-1 podem liberar EVs que interagem com macrófagos alterando 
a produção de citocinas e a capacidade fagocítica dessas células. Essa modulação pode 
influenciar o curso da infecção experimental com L. (L.) amazonensis levando a menor 
crescimento das lesões e a menor carga parasitária. Assim, este trabalho mostrou pela 
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primeira vez que células B-1 liberam EVs que são capazes de alterar as funções de 
macrófagos, influenciar o processo da infecção in vivo, agindo como novo mecanismo de 
comunicação celular. 
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6. CONCLUSÕES 
 As células B-1 são capazes de liberar vesículas extracelulares e essas partículas 
apresentam diâmetro médio de 100 nm;  
 A liberação das EVs por células B-1 ocorre de maneira espontânea, porém há 
aumento na produção destas partículas após 24 ou 48 horas de estímulo com 
promastigotas de L. (L.) amazonensis; 
 A microscopia eletrônica de varredura confirmou a liberação das vesículas 
extracelulares por células B-1;  
 EVs de células B-1 carreiam em sua superfície moléculas de MHC classe II mas 
essa expressão é drasticamente reduzida em EVs de células B-1 que foram 
estimuladas com o parasita; 
 Macrófagos da linhagem J774A.1 que foram tratados com EVs de células B-1 
infectadas tornaram-se ativados, mostrando perfil misto de citocinas (TNF-α, IL-6 e 
IL-10), aumento na expressão de iNOS e também na capacidade fagocítica; 
 Os macrófagos das linhagens BALB/c e C57BL/6 responderam diferentemente ao 
tratamento com EVs das células B-1 infectadas, tanto na expressão de citocinas 
anti e pró-inflamatórias, expressão de iNOS e a capacidade fagocítica;  
 EVs de células B-1 alteraram o curso da infecção experimental por L. (L.) 
amazonensis, diminuindo a lesão e a carga parasitária nos animais infectados. 
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o Avaliação da viabilidade células B-1 após a infecção com 
promastigotas de L. (L.) amazonensis 
 
Figura 16 - Viabilidade de células B-1 infectadas com promastigotas de L. (L.) 
amazonensis. As células B-1 foram coletadas e purificadas da cavidade peritoneal de 
camundongos BALB/c e posteriormente infectadas com promastigotas de L. (L.) amazonensis 
(MOI 5) durante 24 e 48 horas. Após os períodos, as mesmas foram marcadas com iodeto de 
propídeo (PI). 
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o Avaliação da purificação de células B-1 por meio de colunas 
magnéticas 
 
 
 
 
Figura 17 - Dot Plot representativo de células B-1 purificadas por colunas magnéticas. 
Células B-1 peritoniais provenientes de camundongos C57BL/6 foram purificadas usando 
beads magnéticas anti-CD23 para a seleção negativa e anti-CD19 para seleção positiva. Após 
a purificação, as células CD19+CD23- foram duplamente marcadas com anti-IgM (marcado 
com FITC) e anti-CD11b (marcado com PE) e analisadas por citometria de fluxo 
(FACSCalibur, BD). As porcentagens das populações estão indicadas em cada quadrante. 
Gráfico representativo de três experimentos independentes. 
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o Avaliação da integridade do material genético (RNA total) utilizado 
para a confecção de cDNA 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 18 – Integridade do RNA. RNA extraído de macrófagos de linhagem J774A.1 e 
macrófagos medulares estimulados ou não com EVs de células B-1 infectadas ou não com 
promastigotas de L. (L.) amazonensis. Imagens representativas de três experimentos 
independentes. A (macrófagos de linhagem J774A.1), B (macrófagos medulas de 
camundongos BALB/c) e C (macrófagos medulares de camundongos C57BL/6). As células 
estimuladas com EVs de células B-1 infectadas ou não com promastigotas de L. (L.) 
amazonensis. Gel de agarose a 1,5% corado com GelRed mostrando as bandas 28S, 18S e 
5S. 
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o Curvas de dissociação (Curva de Melting) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 19 -  Curvas de melting (curva de dissociação) dos genes IL-6, IL-10, iNOS e TNF-
α. As curvas são referentes aos experimentos de qRT-PCR realizados a partir de cDNA de 
macrófagos de linhagem J774A.1 e macrófagos medulares de origem das linhagens BALB/c 
e C57BL/6. Os macrófagos foram estimulados com EVs de células B-1 infectadas ou não com 
L. (L.) amazonensis por 24 ou 48 horas. Imagens representativas de três experimentos 
independentes. 
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